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INTRODUZIONE 
 
I  microrganismi  appartenenti  al  genere  Staphylococcus  si  ritrovano 
frequentemente  come  commensali  sul  vello  degli  animali,  sul  cuoio 
capelluto dell’uomo, nelle cavità nasali, nella cavità orale e sulla cute. Nel 
latte  questi  si  possono  ritrovare  come  contaminanti  ambientali  o  come 
responsabili  di  mastiti  contagiose  (mastite  da  S.  aureus)  e  di  mastiti 
ambientali (S. epidermidis, S. simulans, S. hyicus, S. sciuri e S. xylosus) 
(Hariharan et al., 2004). 
Negli  allevamenti  ovini  destinati  alla  produzione  di  latte  le  mastiti  da 
Staphylococcus  incidono  pesantemente  sulle  produzioni,  in  quanto  nella 
forma sostenuta da S. aureus si può assistere alla morte dell’animale (forma 
iperacuta),  alla  perdita  dell’emimammella  e  talvolta  morte  dell’animale 
(forma  acuta  o  gangrenosa)  e  a  notevoli  perdite  sia  dal  punto  di  vista 
quantitativo che qualitativo (forma cronica, subclinica e ambientale).  
Nella prevenzione della mastite da S. aureus si ricorre frequentemente alla 
profilassi immunizzante mediante vaccini commerciali e/o stabulogeni, che 
non sempre sono in grado di risolvere il problema, e a terapia antibiotica; 
nelle  altre  forme,  invece,  si  ricorre  esclusivamente  a  profilassi  igienico-
sanitaria e a trattamenti antibiotici; questo ha comportato e comporta tuttora 
la  comparsa  sempre  più  frequentemente  del  fenomeno  dell’antibiotico-
resistenza.   
Tale  fenomeno  ha  esercitato  una  pressione  selettiva  sui  microrganismi 
patogeni  opportunisti,  determinando  lo  sviluppo  di  nuovi  ceppi  batterici 
resistenti agli antibiotici.  Introduzione 
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Un  esempio  di  notevole  rilevanza  è  rappresentato  dalla  meticillino-
resistenza  di  alcune  specie  di  stafilococchi,  in  particolare  S.  aureus,  ma 
anche di altri stafilococchi coagulasi negativi coinvolti in episodi di mastite 
ambientale, quali S. epidermidis,  S. haemolyticus ed altri (Manso e Varaldo, 
2002).  
Tali ceppi sono capaci di trasferire, in ambito intra-specifico, inter-specifico 
e tra generi, geni, localizzati su elementi genetici trasponibili, codificanti per 
l’antibiotico-resistenza. 
Gli  antibiotici  maggiormente  impiegati  nella  terapia  delle  mastiti  sono: 
Penicilline, Aminoglicosidi, Macrolidi, Tetracicline ed alcuni Sulfamidici.  
La ricerca oggetto della presente tesi si è articolata in due momenti. Nella 
prima fase sono stati isolati e tipizzati ceppi di Staphylococcus spp. a partire 
da  campioni  di  latte  ovino  di  massa.  Tali  ceppi  sono  stati  quindi  testati 
mediante metodo Kirby-Bauer verso Meticillina, Oxacillina, Amoxicillina, 
Amoxicillina  +  Ac.  Clavulanico,  Sulfimetoxazolo  +  Trimethoprim, 
Cefotaxime,  Ceftazidime,  Cefotaxime  +  Ac.  Clavulanico,  Cefalotina, 
Gentamicina,  Rifampicina,  Eritromicina,  Vancomicina,  Penicillina  G  e 
Tetraciclina. 
Nella seconda fase della ricerca sono state eseguite le PCR sul DNA estratto 
dagli stessi ceppi, per l’amplificazione di geni codificanti per la resistenza 
verso  β-Lattamici,  Meticillina,  Gentamicina,  Eritromicina,  Tetraciclina  e 
Vancomicina. 
I risultati ottenuti saranno di notevole aiuto per stabilire la sensibiltà in vitro 
di  ceppi  di  Staphylococcus  spp.  presenti  nel  latte  ovino  sia  come 
contaminanti ambientali e potenziali agenti di mastiti ambientali che come Introduzione 
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agenti  di  mastiti  contagiose.  I  risultati  ottenuti  potranno  dunque  essere 
utilizzati  per  un  impiego  più  oculato  degli  antibiotici  nella  terapia  delle 
mastiti, riducendo così in parte il fenomeno dell’antibiotico-resistenza. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Gli Stafilococchi 
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1. GLI STAFILOCOCCHI 
 
Staphylococcus (dal greco stafülé: grappolo e coccos: bacca, acino d’uva,  a 
questo genere appartengono microrganismi di forma sferica di circa 0,5-1,5 
 m di diametro, che possono presentarsi isolati, doppi, in tetradi, e che sono 
in grado di dividersi, in modo caratteristico, secondo più piani, a formare 
ammassi irregolari a grappolo.  
Fino  ad  alcuni  anni  addietro  i  microrganismi  appartenenti  al  genere 
Staphylococcus fanno parte della famiglia delle Micrococcaceae, la quale  a 
sua  volta  è  suddivisa  in  quattro  generi:  Micrococcus,  Staphylococcus, 
Stomatococcus e Planococcus (SNEATH P.H.A. Ed., 1996), attualmente Il 
genere Staphylococcus appartiene alla famiglia delle Staphylococcaceae e 
comprende circa 40 specie batteriche, molte delle quali commensali della 
cute e delle superfici mucose dell’uomo e di molti mammiferi (Negase et 
al., 2002; Euzeby, 2004). 
Il genere Micrococcus è costituito da batteri non patogeni ubiquitari, spesso 
isolati da cute, mammella, latte ed alimenti di origine animale. Il genere 
Micrococcus  si  differenzia  principalmente  dallo  Staphylococcus  per  la 
mancata capacità di utilizzare il glucosio, in condizioni di anaerobiosi, con 
conseguente produzione di acido lattico (Koneman et al., 1997). Le specie 
appartenenti al genere Stomatococcus vengono spesso isolate dal cavo orale 
e  dalle  vie  respiratorie  superiori  dell’uomo,  mentre  i  ceppi  del  genere 
Planococcus sono presenti in ambiente marino e si ritrovano in ostriche e 
gamberi (Ruffo, 1998). Gli Stafilococchi 
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Le specie che interessano la patologia umana e veterinaria appartengono, 
invece, al genere Staphylococcus spp. 
Gli stafilococchi classificati per la prima volta nel 1884 da Rosenbach in 
base  alla  pigmentazione  vennero  distinti  in  due  specie:  Staphylococcus 
albus e Staphylococcus aureus (Rosenbach, 1884).  
Questa classificazione, successivamente, non fu ritenuta più valida in quanto 
fu  evidenziato  che  la  produzione  del  pigmento  mutava  in  base  alle 
condizioni di coltura utilizzate; più tardi, si scoprì che S. albus era un ceppo 
di S. aureus (Bergdoll, 1989). 
Una  seconda  specie  appartenente  al  genere  fu  identificata  nel  1908  da 
Winslow e Wilson: S. epidermidis. 
Nel 1974, anche S. saprophyticus, prima classificato come facente parte del 
genere Micrococcus, è stato inserito nel genere Staphylococcus. 
Fino  ad  oggi,  sono  state  identificate  circa  40  specie  di  Staphylococcus, 
molte delle quali commensali della cute e delle mucose dell’uomo e di altri 
mammiferi (Nagase et al., 2002; Laurenti, 2003; Euzeby, 2004). 
Gli  stafilococchi  sono  Gram  positivi  (Foto  1),  immobili,  generalmente 
acapsulati, asporigeni, con molte specie cromogene, anaerobi facoltativi e 
catalasi  positivi  (Caldora  et  al.,  1996).  Questi  microrganismi  possono 
produrre  numerose  sostanze  extracellulari  quali  coagulasi,  emolisine, 
tossine, come le leucocidine, la tossina esfoliativa e le enterotossine, dnasi , 
ialuronidasi  e  fibrinolisina.  Inoltre,  gli  stafilococchi  sono  germi  mesofili, 
infatti, la loro temperatura di sviluppo è compresa tra 18 e 40°C, con un 
optimum a 37°C, mentre la loro moltiplicazione  è parzialmente inibita  al di 
sotto dei 10°C e al di sopra dei 44-45°C. La maggior parte di questi batteri Gli Stafilococchi 
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può crescere a valori di pH compresi tra 4,5 e 9,3, con un optimum tra 7,0 e 
7,5 (Laurenti, 2003). 
Gli  stafilococchi  crescono  rapidamente  nei  più  comuni  terreni  nutritivi  a 
base  di  peptoni  ed  estratti  di  carne  in  condizioni  di  aerobiosi,  mentre  si 
sviluppano più lentamente in atmosfera contenente 10% di CO2. Le colonie 
stafilococciche crescono anche in presenza di concentrazioni di NaCl del   
5-7%, fino ad arrivare a tollerare concentrazioni del 10-15% (Pisanu et al., 
1995). La caratteristica di crescere in presenza di NaCl (batteriostatico) è 
utilizzata  nei  terreni  selettivi  per  l’isolamento  degli  Stafilococchi.  Nei 
terreni liquidi la crescita di questi batteri è caratterizzata da intorbidamento 
uniforme,  mentre  in  quelli  solidi  dopo  24  ore  di  incubazione  a  37°C, 
formano colonie tonde, di 1-3 mm di diametro, lisce, cremose, con profilo 
leggermente convesso e netto (Foto 2). 
Le  colonie  possono  arrivare  a  misurare  fino  a  7  mm  dopo  48-72  ore  di 
incubazione a 37°C, fatta eccezione per alcuni ceppi di S. epidermidis e per 
le cosiddette “colonie nane” di S. aureus, che sono piccole colonie a punta 
di spillo molto simili a quelle degli streptococchi (Cirillo et al., 2003). 
 
 
 
Foto 1 – Colorazione di Gram 
degli Stafilococchi 
Foto 2 – Colonie stafilococciche su 
Agar Triptosio 
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I  ceppi  isolati  da  materiale  patologico  possono  presentare  una  capsula 
polisaccaridica che conferisce alle colonie un aspetto mucoide, mentre in 
vitro sono acapsulati. 
Spesso  ceppi  di  alcune  specie  di  stafilococchi  presentano,  a  livello  della 
stessa  piastra  di  coltura,  una  notevole  variabilità  nella  dimensione  delle 
colonie, tanto da sembrare una coltura mista (Koneman et al., 1997). 
Le colonie possono presentarsi pigmentate per la presenza di sostanze simil-
carotenoidi nella membrana cellulare, come nel caso dello S. aureus che 
produce, se coltivato a 37°C in terreni arricchiti con acidi grassi, come il 
glicerol-monoacetato,  un  pigmento  giallo-oro,  costituito  da  δ-carotene  e 
sarcinaxantina.  Tale  pigmento  non  viene  prodotto  in  condizioni  di 
anaerobiosi o in terreni liquidi (Davis et al., 1981). 
Gli Stafilococchi sono stati isolati da una varietà sia di fonti ambientali tra 
cui il suolo, la sabbia, la polvere, l’aria, l’acqua sia di prodotti animali come  
carne, latte, formaggio e uova. La più importante fonte di contaminazione 
delle  derrate  alimentari,  soprattutto  di  quelle  sottoposte  a  numerose 
lavorazioni,  è  rappresentata,  con  molta  probabilità,  dall’uomo  (Virgilio  e 
Scuota, 2003). 
Questi microrganismi fanno parte della normale flora microbica dell’uomo e 
degli animali, localizzandosi a livello della cute, delle mucose delle prime 
vie respiratorie, nel tratto intestinale e in quello urogenitale inferiore; per 
questo molte persone fungono da portatori asintomatici, potendo costituire 
fonti di infezione per sé stessi e per gli altri (Koneman et al., 1997). 
Nel bovino e negli ovi-caprini gli stafilococchi si localizzano soprattutto a 
livello  della  cute  di  mammella  e  capezzoli,  ma  vengono  anche  rinvenuti Gli Stafilococchi 
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nelle narici e nelle tonsille. Nel suino sono reperibili sulla cute della testa, 
sul collo e nel meato uditivo esterno, mentre in cane e gatto si localizzano 
nell’orecchio interno, nelle narici e sulla cute glabra di ascelle e inguine 
(Filadoro, 1991). 
Alcune  specie  di  stafilococchi  sono  saprofite,  altre  commensali,  ed  altre 
ancora opportuniste patogene per l’uomo e/o per gli animali. 
Gli  stafilococchi  interessati  nelle  varie  patologie  umane  sono 
essenzialmente S. aureus, quale agente eziologico di numerose infezioni a 
carattere  prevalentemente  suppurativo  della  cute,  e  di  molti  altri  organi 
determinando  in  alcuni  casi  anche  setticemie  molto  gravi.  Alcuni  biotipi 
appartenenti sempre alla specie S. aureus sono, in particolare, responsabili 
di  gravi  infezioni  alimentari  per  la  capacità  di  produrre  enterotossine 
termoresistenti e attive per ingestione. 
I batteri appartenenti al genere Staphylococcus sopravvivono per molti mesi 
nelle piastre di agar conservate ben chiuse ad una temperatura di 4°C e nei 
materiali purulenti rimangono vitali per due o tre mesi (Simou et al., 2005). 
La  maggior  parte  dei  ceppi  è  termostabile  ed  i  più  resistenti  vengono 
inattivati a 70°C in 15 minuti. Tutti sono sensibili ai comuni disinfettanti 
(composti  fenolici,  iodofori,  cloro  e  derivati  dell’ipoclorito  di  sodio, 
ammonio  quaternario),  tranne  nei  casi  in  cui  sono  protetti  da  sostanze 
organiche come pus, muco, siero e latte (Van Leeuwen et al., 2005). Questi 
batteri  inoltre    sono  resistenti  al  lisozima,  ma  sensibili  alla  lisostafina:  i 
ceppi più resistenti a quest’ultima presentano, a livello del peptidoglicano 
della parete, una maggiore quantità di L-serina o L-alanina al posto della 
glicina (Kloos e Schleifer, 1986; Boag et al., 2004). Gli Stafilococchi 
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2. PATOGENICITÀ DEGLI STAFILOCOCCHI 
 
La  patogenicità  degli  Stafilococchi  è  dovuta  alla  presenza  di  alcuni 
componenti  cellulari  e  all’azione  di  enzimi  e  tossine  che,  da  soli  o  in 
associazione, determinano quadri morbosi variabili in relazione alla specie 
ospite e allo stato generale del soggetto. Il più patogeno tra gli stafilococchi 
è  lo  S.  aureus  proprio  per  la  presenza  di  molte  di  queste  componenti 
cellulari ed extracellulari (enzimi e tossine); le altre specie sono, invece, 
patogene opportuniste (Filadoro, 1991; Caldora et al., 1996). 
Le  componenti  cellulari  che  influiscono  sulla  patogenicità  degli 
Stafilococchi sono: 
- acidi teicoici e peptidoglicano; 
- proteina A; 
- glicocalice. 
 
Gli acidi teicoici e il peptidoglicano conferiscono rigidità e resistenza alla 
parete cellulare. Questi componenti inibiscono la chemiotassi delle cellule 
infiammatorie e sono capaci di attivare il complemento, nonché di stimolare 
la produzione di anticorpi (Waldvogel, 1995). 
 
Acido Teicoico 
Peptidoglicano 
Membrana 
Citoplasmatica 
Acidp 
Lipoteicoico 
Proteine della 
Parete Gli Stafilococchi 
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La  proteina  A  è  una  proteina  basica,  con  peso  molecolare  pari  a  13000 
Dalton, presente nella parete della maggior parte dei ceppi di S. aureus. Tale 
proteina è capace di legarsi al frammento Fc delle immunoglobuline G, ha 
un’azione antifagocitaria nei confronti dei granulociti polimorfonucleati ed 
interviene durante l’attivazione del complemento e durante le reazioni di 
ipersensibilità (Waldvogel, 1995). La presenza della proteina A può essere 
rilevata mediante una reazione di agglutinazione, la quale viene utilizzata 
sia  come  metodo  identificativo  del  microrganismo,  che  come  indice  di 
presenza di antigeni batterici nei fluidi corporei (Koneman et al., 1997). 
Il  glicocalice  è  uno  strato  polisaccaridico,  con  proprietà  antifagocitarie, 
esterno alla parete cellulare, che permette l’adesione del microrganismo ai 
tessuti dell’ospite. Questa struttura è presente soprattutto in S. aureus e S. 
epidermidis. 
Gli enzimi che agiscono come fattori di patogenicità sono: 
- coagulasi; 
- catalasi; 
- jaluronidasi; 
- lipasi; 
- stafilochinasi; 
- DNasi e TNasi; 
- penicillasi.  
Le coagulasi si distinguono in coagulasi libera e clumping factor (coagulasi 
legata). Gli Stafilococchi 
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La coagulasi libera è un enzima liberato dalle cellule batteriche, che provoca 
la trasformazione del fibrinogeno in fibrina con conseguente coagulazione 
tra cellule e fibrina.  
Il clumping factor (coagulasi legata) è un costituente cellulare in grado di 
reagire  con  fibrinogeno  e  derivati  che,  in  presenza  di  plasma,  determina 
l’aggregazione delle cellule batteriche e la formazione di ammassi, con lo 
scopo di proteggere i batteri da opsonizzazione e fagocitosi (Filadoro, 1991; 
Koneman et al., 1997; Ruffo, 1998). 
La catalasi determina la trasformazione del perossido di idrogeno, tossico 
per la cellula batterica, in acqua ed ossigeno. Inoltre inattiva i radicali liberi 
prodotti  in  seguito  all’ingestione  dei  microrganismi,  dal  sistema  della 
mieloperossidasi  dei  fagociti.  La  sintesi  di  questo  enzima  è  un  elemento 
discriminante  dei  membri  della  famiglia  delle  Micrococcaceae  da  quelli 
della  famiglia  delle  Streptococcaceae  (Koneman  et  al.,  1997).  La 
jaluronidasi (fattore di diffusione) facilita la diffusione batterica nei tessuti 
mediante idrolisi dell’acido jaluronico interstiziale (Koneman et al., 1997). 
La  lipasi  è  un  enzima  extracellulare  attivo  nei  confronti  di  numerosi 
substrati di natura lipidica, che degrada gli acidi grassi del tessuto cutaneo, 
provvisti  di  attività  antibatterica  (Caldora  et  al.,  1996)  e  sottocutaneo 
(Koneman et al., 1997), rappresentando, in tal modo, un importante fattore 
di invasività. 
La  stafilochinasi  determina  l’attivazione  del  plasminogeno  in  plasmina, 
esercitando  un’azione  fibrinolitica  e  permettendo,  in  questo  modo,  ai 
microrganismi  di  raggiungere  i  tessuti.  Tale  enzima  è  prodotto  dalla 
maggior parte dei ceppi di S. aureus (Koneman et al., 1997). Gli Stafilococchi 
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Le  DNasi,  sintetizzate  dalla  maggior  parte  dei  ceppi  di  S.  aureus, 
comprendono la desossiribonucleasi (DNasi) e la termonucleasi (TNasi), sua 
variante termostabile. Questi enzimi hanno entrambi attività endo ed eso-
nucleasica ed agiscono sia a livello di DNA che di RNA. 
La ricerca di TNasi è spesso usata come metodo di screening per la ricerca 
di S. aureus, anche se tale enzima viene prodotto anche da S. intermedius, S. 
hycus e S. simulans (Kloos e Schleifer, 1986). 
L’enzima  penicillasi,  così  chiamato  in  quanto  presenta  un’attività  più 
marcata nei confronti delle penicilline rispetto alle cefalosporine, è una β-
lattamasi  extracellulare,  responsabile  della  resistenza  dello  S.  aureus  alla 
benzil-penicillina (Ruffo, 1998). Nella maggior parte dei casi il gene che 
codifica  per  la  penicillasi  è  veicolato  da  plasmidi  extracrosomiali  che 
possono,  inoltre,  conferire  allo  S.  aureus  la  resistenza  ad  altri  antibiotici 
come  eritromicina  e  tetraciclina  (Waldvogel,  1995).  Tali  informazioni 
genetiche  possono  essere  trasferite  ad  altre  cellule  batteriche  attraverso  i 
meccanismi  della  trasformazione  e  della  trasduzione  (Koneman  et  al., 
1997). 
Un  altro  fattore  di  virulenza  degli  Stafilococchi  è  rappresentato  dalla 
produzione di tossine, quali: 
- emolisine; 
- leucocidina; 
- enterotossine; 
- tossine epidermolitiche o esfoliatine; 
- tossina della sindrome da shock tossico.  Gli Stafilococchi 
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Gli Stafilococchi producono quattro tipi di emolisine: α, β, δ ed ε. Queste, 
essendo  dotate  di  attività  immunogena,  stimolano  il  sistema  immunitario 
che produce anticorpi, importanti nella protezione degli animali da infezioni 
stafilococciche.  
L’α-emolisina ha effetto letale su diversi tipi di cellule: lisa gli eritrociti di 
coniglio,  montone,  bovino  e  capra,  causando,  su  agar  sangue  a  37°C,  la 
formazione di aloni di emolisi totale intorno alle colonie batteriche (Pisanu 
et al., 1995), danneggia i leucociti e distrugge la piastrine. Questa tossina 
agisce sul sistema nervoso centrale, provoca spasmi della muscolatura liscia 
(con conseguente paralisi vasale e necrosi delle fibrocellule muscolari della 
parete vasale) ed ipertensione (Caldora et al., 1996). Inoltre, svolge azione 
dermonecrotica  legata  alla  vasocostrizione  persistente,  con  conseguente 
ischemia e necrosi dei tessuti. Detta azione rende l’α-emolisina responsabile 
della mastite gangrenosa della bovina, della pecora e della capra. 
La  β-emolisina  è  una  sfingomielinasi,  definita  come  “caldo-freddo” 
emolisina poiché le sue proprietà emolitiche vengono intensificate con una 
esposizione  a  temperature  di  frigorifero,  in  seguito  a  incubazione  delle 
colture a 37°C (Koneman et al., 1997). Questa emolisina determina, su agar 
sangue a 37°C, la formazione di un alone di emolisi incompleta sulle emazia 
di pecora e bovino. Inibisce la chemiotassi, lisa le piastrine ed ha azione 
necrotica sul tessuto di mammelle in lattazione (Caldora et al., 1996), anche 
se i segni della flogosi mammaria si riscontrano solo dopo infusione di forti 
dosi (Slanetz et al., 1953). Possiede, inoltre, un’azione neurotossica ed è la 
causa di alcuni eritemi cutanei. Gli Stafilococchi 
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La δ-emolisina provoca eritrolisi incompleta dei globuli rossi di coniglio, 
pecora,  uomo,  ratto,  cavallo  (Williams  et  al.,  1947)  e  potenzia  l’effetto 
irritante della β-emolisina. 
L’ε-emolisina  è  una  tossina  elaborata  da  molti  Stafilococchi  coagulasi 
negativi e determina la formazione di una piccola zona di emolisi chiara in 
agar sangue di bovino o di ovino. 
La leucocidina (o leucocidina di Panton-Valentine) è una proteina costituita 
da  due  frazioni  (Fast  e  Slow)  che,  agendo  in  sinergia,  alterano 
irreversibilmente la permeabilità della membrana dei leucociti determinando 
la morte cellulare (Filadoro, 1991). 
Le  enterotossine  sono  responsabili  di  tossinfezioni  alimentari.  Le  specie 
appartenenti  al  genere  Staphylococcus  riconosciute  produttrici  di 
enterotossine  sono:  S.  aureus,  S.  saprophyticus,  S.  epidermidis,  S. 
haemolyticus, S. warneri, S. aureus, S. intermedius, S. hycus, S. caprae, S. 
chromogenes, S. cohnii, S. lentus e S. xylosus (Alberghini et al., 2000). 
Sono stati individuati nove tipi di enterotossine: A, B, C, D, E, G, H, I e J, 
tutti termoresistenti. I sintomi, che compaiono entro 6-8 ore dall’ingestione 
dell’alimento  contaminato,  consistono  in  nausea,  dolori  addominali  e 
diarrea. 
Le esfoliatine o tossine epidermolitiche sono due proteine (ET-A e ET-B), 
prodotte da alcuni ceppi di S. aureus, con peso molecolare di 24000 Dalton 
ciascuna (Waldvogel, 1995). I ceppi produttori di una o entrambe le tossine 
sono responsabili della “Sindrome Stafilococcica della Pelle Ustionata” che 
colpisce  soprattutto  i  neonati  ed  i  bambini  (Koneman  et  al.,  1997).  La 
proteina  ET-A  è  termostabile  e  l’informazione  genetica  per  la  sua Gli Stafilococchi 
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produzione  si  trova  a  livello  cromosomiale,  mentre  la  proteina  ET-B  è 
termolabile e di origine plasmidica. Esse, oltre ad avere attività proteolitica, 
attaccano  la  matrice  polisaccaridica  dell’epidermide  determinando 
discontinuità tra le cellule dello strato granuloso (Takagi e Futamura, 1990). 
La tossina della sindrome da shock tossico (TSST-1) è responsabile di una 
sintomatologia  caratterizzata  da  febbre,  raffreddore,  mal  di  gola, 
congiuntivite,  cefalea,  ipotensione,  diarrea  e  problemi  renali  (Waldvogel, 
1995).   
Questi sintomi compaiono in seguito a complicazioni di ascessi provocati, 
osteomieliti ed altre sindromi provocate da S. aureus. 
Una  tossina  molto  simile  alla  TSST-1  è  stata  individuata  da  ceppi  di  S. 
aureus isolati da bovini, pecore e capre (Campbell e Bergdoll, 1987). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Gli Stafilococchi 
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3.  STAFILOCOCCHI  COAGULASI  POSITIVI  E 
COAGULASI NEGATIVI 
 
La prova della coagulasi rappresenta uno dei criteri di identificazione degli 
stafilococchi; essa permette di suddividere i membri di questo genere in due 
gruppi: 
·  Stafilococchi coagulasi positivi; 
·  Stafilococchi coagulasi negativi (Koneman et al., 1997). 
 
3.1. STAFILOCOCCHI COAGULASI POSITIVI 
 
Le  specie  di  Stafilococchi  capaci  di  produrre  coagulasi  o  contenenti  il 
clumping  factor,  a  livello  della  parete  cellulare,  sono:  S.  aureus,  S. 
intermedius, S. hyicus (variabile), S. schleiferi subsp. coagulans, S. delphini 
e, talvolta, anche ceppi classificati come S. epidermidis biotipo 2 (Ruffo, 
1998; Igimi et al., 1990). 
Al fine di discriminare queste specie all’interno del gruppo dei coagulasi 
positivi,  classificato  in  base  alla  reazione  positiva  a  questa  prova,  sono 
necessari altri tests. 
Inoltre,  S.  aureus,  S.  intermedius  e  S.  hyicus,  oltre  ad  essere  coagulasi 
positivi, sintetizzano tutti sia desossiribonucleasi e termonucleasi (Kloos e 
Shleifer,  1986),  sia  enterotossine  responsabili  di  tossinfezioni  alimentari 
(Alberghini et al., 2000). Gli Stafilococchi 
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La  discriminazione  tra  queste  specie  di  stafilococchi  può  essere  fatta 
considerando  che,  tra  le  tre,  solo  S.aureus  produce  acetoina;  inoltre  S. 
aureus fermenta il mannitolo, a differenza di S. hyicus, mentre alcuni ceppi 
di  S.  intermedius  fermentano  questo  zucchero,  ma  con  reazioni  blande 
(Koneman et al., 1997). Un ulteriore fattore di distinzione è costituito dalla 
sintesi di emolisine e, quindi, dalla formazione, su Agar Sangue, di un alone 
di emolisi: mentre la maggior parte dei ceppi di S. aureus provoca emolisi 
completa (emolisina α), incompleta (emolisina β) o entrambe, lo S. hyicus 
non ha tale capacità. Molti ceppi di S. intermedius, invece, sono in grado di 
produrre emolisine (Kloos e Shleifer, 1986). 
Una  più  esatta  discriminazione  può  essere  fatta  mediante  la  Polymerase 
Chain  Reaction  (PCR),  la  quale  permette  l’identificazione  genotipica  dei 
ceppi (Boerlin et al., 2003). 
 
3.2. STAFILOCOCCHI COAGULASI NEGATIVI 
 
Gli stafilococchi che non determinano coagulazione durante la prova della 
coagulasi sono i seguenti: S. xylosus, S. saprophyticus, S. epidermidis, S. 
haemolyticus, S. hominis, S. simulans, S. lugdunensis, S. saccharolyticus, S. 
warneri e S. schleiferi. 
Gli Stafilococchi coagulasi negativi, in patologia animale, vengono isolati, 
più frequentemente, in corso di mastiti sub-cliniche (Pisanu et al., 1995). 
Lo S. saprophyticus è responsabile, nell’uomo, di attività patogena a livello 
urinario ed è sensibile agli antibiotici comunemente utilizzati, mentre lo S. Gli Stafilococchi 
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epidermidis è un germe opportunista, con azione patogena che si manifesta 
durante condizioni predisponenti, quali processi infiammatori a livello di 
corpi estranei, in seguito ad interventi chirurgici, e, in generale in pazienti 
defedati  ed  immunodepressi  (Koneman  et  al.,  1997).  Tra  i  germi  che 
assumono  sempre  maggiore  importanza  come  patogeni  opportunisti 
ritroviamo,  inoltre,  S.  hominis,  S.  simulans,  S.  lugdunensis,  S. 
saccharolyticus,  S.  warneri  e  S.  schleiferi  e  S.  haemolyticus  (Gill  et  al., 
1983). Quest’ultimo sta assumendo sempre maggiore interesse per la sua 
capacità di resistere alla vancomicina (Koneman et al., 1997). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Igiene della Mungitura 
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4 IGIENE DELLA MUNGITURA 
 
 
L’introduzione della macchina mungitrice ha permesso di produrre latte con 
un  basso  tenore  di  germi,  poiché  sono  venute  a  mancare  le  cause  più 
frequenti  di  inquinamento  proprie  della  mungitura  manuale,  tra  le  quali 
l’impossibilità  di  effettuare  un’efficace  pulizia  della  mammella  e  dei 
capezzoli,  di  procedere  alla  conservazione  e  allo  stoccaggio  del  latte  in 
appositi refrigeratori. 
In Toscana gli allevamenti ovini sono costituiti prevalentemente da pecore 
di razza Sarda e di razza Massese. 
Gli  allevatori  di  pecore  di  razza  Sarda  hanno  una  conduzione 
dell’allevamento  di  tipo  imprenditoriale,  effettuano  la  sincronizzazione 
degli  estri,  utilizzano  mangimi,  hanno  sala  di  mungitura  e  la  mungitrice 
meccanica, gli allevamenti generalmente sono provvisti di acqua potabile. 
Gli  allevatori  di  pecore  di  razza  Massese  invece  sono  rimasti  legati  alla 
pastorizia  tradizionale,  conducono  al  pascolo  gli  animali  per  quasi  tutto 
l’anno integrando la razione alimentare nel periodo invernale con fieno e 
granaglie, la mungitura viene effettuata manualmente nell’ovile. La gestione 
dei parti viene  effettuata mediante flushing e introduzione dell’ariete nel 
gregge. 
Per ottenere latte di ottima qualità effettuando la mungitura meccanica  è 
essenziale che vengano rispettate precise norme d’igiene. Sono ormai note 
le correlazioni esistenti tra latte inquinato e scarsa igiene delle attrezzature 
utilizzate per la mungitura.  Igiene della Mungitura 
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La mungitura meccanica,  riduce  l’inquinamento di origine fecale, ma può 
favorire  la  contaminazione  da  microrganismi  che  possono  sviluppare 
nell’impianto ed in particolar modo nel lattodotto. 
Se la mammella  è sana, il latte, dopo l’eliminazione dei primi  getti può 
presentare una carica microbica molto bassa.(10.000 germi /ml). 
In  generale  la  contaminazione  del  latte  può  avvenire  sia  durante  le 
operazioni di mungitura, che successivamente durante la conservazione e il 
trasporto. 
 
La tecnica di mungitura più efficace è considerata quella che permette di 
estrarre il latte dalla mammella in modo: 
•  completo, al fine di garantire la maggiore produzione di latte sia in 
termini quantitativi che qualitativi; 
•  igienico, per avere latte con una bassa carica batterica; 
•  rapido,  per  ottenere  la  massima  produttività  della  manodopera 
impiegata; 
•  delicato,  per  prevenire  traumi  e  danni  a  carico  dei  tessuti  dei 
capezzoli. 
 
La  tecnica  utilizzata  nella  mungitura  meccanica  deriva  dall’osservazione  
dell’animale lattante che, nell’atto della suzione, con lo spostamento della 
lingua in corrispondenza del retrobocca, induce il vuoto con conseguente 
differenza  di pressione  fra l’interno e l’esterno del capezzolo.  
La pressione positiva esercitata dal latte contenuto nella cisterna provoca la 
discesa del latte (eiezione) e nello stesso tempo porta ad una dilatazione del  Igiene della Mungitura 
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canale  del  capezzolo,  attraverso  il  quale  il  latte  defluisce  nell’area  di 
pressione negativa corrispondente al retrobocca dell’animale. 
Il deflusso viene ulteriormente favorito dal massaggio eseguito dalla lingua 
del lattante sul capezzolo.  
Nella progettazione delle mungitrici meccaniche è stato quindi utilizzato il 
principio fondamentale di indurre il vuoto all’esterno del capezzolo.  
 
I principi su cui impostare una corretta routine di mungitura sono i seguenti: 
·  gli animali devono essere calmi prima dell’inizio della mungitura; 
·  l’ordine di mungitura non è casuale, ma deriva dallo stato sanitario 
dell’animale (in un allevamento con problemi di mastiti da agenti 
contagiosi occorre dividere gli animali in tre gruppi e mungere prima 
il  gruppo  sano,  quindi  il  gruppo  intermedio  e  infine  il  gruppo 
infetto); 
·  si devono eliminare i primi getti di latte dai capezzoli già ben puliti e 
asciutti; 
·  deve essere assicurato un adeguato e tempestivo attacco dei gruppi 
di mungitura; 
·  deve essere eseguita la rimozione corretta dei gruppi alla fine della 
mungitura; 
·  deve essere effettuata la disinfezione post-mungitura. 
 
La preparazione del capezzolo per la mungitura è un’operazione importante 
per la prevenzione delle mastiti e per il benessere dell’animale.  Igiene della Mungitura 
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L’uso  di  un  trattamento  con  sostanze  detergenti  prima  della  mungitura 
consente l’idratazione della cute del capezzolo che sarà più protetto dalla 
formazione di screpolature e piccole lacerazioni, ingresso preferenziale per 
gli agenti microbici. 
 
L’ asciugatura di ogni capezzolo deve essere effettuata con carta monouso; 
Tra  la  pulizia  e  preparazione  non  devono  trascorrere  più  30-40  secondi 
dall'attacco del gruppo; 
Il lavaggio dei capezzoli viene effettuato con acqua (possibilmente tiepida) 
o con un idoneo prodotto disinfettante; 
La pulizia delle mani è importante in quanto i batteri come lo S. aureus 
possono vivere sulle mani ed essere trasmessi agli animali. Possono essere 
utili i guanti in lattice. 
 
Fase di pre-mungitura: 
Prevede la pulizia del capezzolo che viene effettuata in ogni emimammella 
ed ha lo scopo di abbassare la carica microbica  riducendo così anche il 
rischio  di  mastiti.  E'  importante  pulire  l’apice  del  capezzolo  utilizzando 
meno acqua possibile per evitare che salga nel dotto. 
Al  fine  di  rilevare  la  presenza  di  alterazioni  macroscopiche  del  latte 
(coaguli, fiocchi, piccoli grumi, tracce di sangue, ecc) che sono probabili 
indici di mastiti i primi getti di latte devovo essere raccolti in un recipiente 
con fondo nero per valutare l’eventuale presenza di frustoli di fibrina o altre 
alterazioni.    Non  è  corretto  spruzzare  il  latte  sulla  lettiera  o  sulle  mani  Igiene della Mungitura 
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perché  non  permette  nessun  tipo  di  osservazione  e  può  provocare 
contaminazioni ambientali. 
 
Mungitura 
1) Mungitura meccanica 
Durante la mungitura è importante verificare il corretto posizionamento del 
gruppo di mungitura e delle singole tettarelle al fine di prevenire danni a 
carico  dei  tessuti  dei  capezzoli  oltre  che  a  favorire  la  penetrazione 
all’interno della mammella di agenti mastitogeni . 
E’  necessario  ricordare  che  le  pecore  a  differenza  delle  bovine  non 
presentano i capezzoli perpendicolari al suolo, ma sono inclinati pertanto 
l’attacco  delle  tettarelle  tende,  per  gravità,  a  comprimere  il  dotto  del 
capezzolo inibendo in parte la fuoriuscita del latte, quindi è di fondamentale 
importanza regolare correttamente i pulsori della mungitrice affichè non si 
abbia una depressione elevata, che può portare a microtraumi nel dotto del 
capezzolo con conseguente insorgenza di mastiti.  
Il  tempestivo distacco  delle tettarelle a fine mungitura  è importante per 
evitare l’instaurarsi di condizioni di sovramungitura, le quali si ripercuotono 
negativamente sulle condizioni di sanità delle mammelle.   
 
2) Mungitura manuale 
La mungitura manuale viene effettuata generalmente nell’ovile e non nella 
sala di mungitura e non prevede l’utilizzo di sistemi artificali. 
Spesso  l’area  attorno  alle  mammelle  viene  rasata  per  limitare  eventuali 
contaminazioni del latte e per facilitare le operazioni di mungitura.  Igiene della Mungitura 
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Il latte munto viene raccolto in secchi e filtrato prima di essere versato in 
appositi contenitori refrigerati. 
  
Fase di post-mungitura: 
Dopo la mungitura, sia meccanica che manuale, si procede alla disinfezione 
dei  capezzoli  mediante  immersione  e/o  trattamento  spray  con  apposite 
sostanze ad azione antibatterica, tali da fornire una protezione alla possibile 
penetrazione di agenti mastitogeni attraverso il dotto papillare che, dopo la 
mungitura, rimane aperto e privo delle normali difese antimicrobiche. 
 
 
 
 
 
 Le Mastiti  
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5. LE MASTITI 
 
La  mastite  è  per  definizione,  un’infiammazione  a  carico  della  ghiandola 
mammaria che nella maggior parte dei casi è causata da infezioni imputate 
ad agenti patogeni di natura batterica (Menzies et al., 2001); talvolta può 
essere dovuta a traumi o, più sporadicamente, ad allergie. 
Da  un  punto  di  vista  eziologico,  è  indiscutibile  che  i  più  comuni  agenti 
eziologici  di  mastite  sono  i  batteri,  seguiti  a  distanza  dai  miceti,  ma  è 
altrettanto  noto  che  molteplici  fattori  predisponenti  (anatomici,  igienici  e 
tecnologici)  giocano  un  ruolo  decisivo  su  insorgenza,  evoluzione 
individuale e diffusione collettiva di tale processo. La mastite colpisce quasi 
esclusivamente le mammelle in lattazione. Le mastiti, negli allevamenti di 
pecore da latte, incidono negativamente sulle produzioni, sia dal punto di 
vista quantitativo, che qualitativo determinando una minore e più scadente 
produzione  di  latte  a  causa  delle  alterazioni  chimiche  da  esso  subite 
(Grumberger,  2005). 
Dal  punto  di  vista  patogenetico  le  mastiti  si  dividono  in  ascendenti  e 
discendenti; le prime, che rappresentano la maggior parte dei casi, hanno 
origine con la risalita dei batteri patogeni dallo sfintere del capezzolo alla 
mammella. Le cause possono essere:  
la  lettiera  sporca  con  conseguente  imbrattamento  della  mammella  in 
particolare per i soggetti più anziani che tendono ad avere il prolasso della 
stessa;  Le Mastiti  
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la mungitura meccanica non eseguita correttamente, ad esempio con tempi 
troppo  lunghi  e  quindi  con  conseguenti  traumi  alla  mammella  con 
possibilità di infezioni batteriche, oppure non completa. 
Le mastiti discendenti sono causate da batteri patogeni che per via ematica 
raggiungono  la  mammella.  Queste  sono  più  rare  ed  anche  più  gravi  (la 
mastite in questi casi rappresenta un sintomo di grave infezione batterica). 
Le mastiti dei piccoli ruminanti, causate da stafilococchi, possono essere  
classificate in contagiose e ambientali. 
  
5.1. MASTITI  CONTAGIOSE 
 
Le  mastiti  contagiose  possono  presentarsi  in  forma  iper-acuta,  acuta, 
cronica e subclinica.  
Le mastiti iper-acute, caratterizzate da un rapido decorso (12-24 ore) e da un 
esito costantemente mortale, sono sostenute nella maggior parte dei casi da 
S.  aureus,  Pseudomonas  aeruginosa  e  talvolta  Pasteurella  (Mannheimia) 
spp. 
Le forme acute, sostenute per lo più dai medesimi agenti eziologici sono 
caratterizzate  da  sintomi  quali  depressione,  inizialmente  febbre  e  poi 
ipotermia,  disidratazione  ed  anoressia.  La  mammella  appare  inizialmente 
arrossata, calda e dolente, successivamente assume una colorazione rosso-
violacea, diviene dura e fredda al tatto. A volte si riscontrano aumento del 
volume  mammario  e  presenza  di  ascessi.  Nel  30-40%  dei  casi,  l’elevata 
tossiemia,  conseguente  a  questo  tipo  di  mastite,  porta  l’animale  a  morte 
(Menzies  et  al.,  2001).  La  qualità  del  latte,  prodotto  in  corso  di  tale Le Mastiti  
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patologia, risulta diminuita: questo presenta fibrina e materiale purulento e 
contiene  una  minore  quantità  di  grasso,  caseina,  lattosio  e  una  quantità 
maggiore  di  albumina,  immunoglobuline  e  sali  (Morganti  e  Tampieri, 
1988).  Alcune  forme  acute  e  croniche  con  quadri  sintomatologici  meno 
gravi, possono esser sostenute, oltre che dai suddetti microrganismi, anche 
da  Mycoplasma  agalactiae,  Staphylococcus  epidermidis  e  Streptococcus 
agalactiae (Menzies et al., 2001). 
Le  mastiti  sub-cliniche  sono  difficili  da  riconoscere,  perché  non  si 
evidenziano  manifestazioni  cliniche.  E’  apprezzabile  solo  la  diminuzione 
della quantità di latte prodotto, che presenta inoltre un aumento delle cellule 
somatiche/ml  e  della  carica  batterica.  Queste  forme  sub-cliniche  sono 
sostenute prevalentemente da S. aureus, ma anche da altri stafilococchi e da 
Streptococcus dysgalactiae e S. uberis (Hariharan et al., 2004), Actinomyces 
pyogenes (Arcanobacterium pyogenes) e Corynebacterium spp. (Caldora et 
al., 1996).  
Spesso  le  mastiti  croniche  sono  l’evoluzione  di  forme  acute  e  sub-acute 
talvolta trattate non tempestivamente o con terapia inadeguata.  
La produzione del latte si riduce notevolmente per l’ipofunzionalità della  
mammella,  si  assiste  ad  un  incremento  delle  cellule  somatiche,  ma  le 
alterazioni del latte possono non essere evidenti. 
 
5.2. MASTITI AMBIENTALI 
 
La  mastite  ambientale  può  essere  causata  da  coliformi,  streptococchi  e 
stafilococchi coagulasi negativi. Questi batteri albergano normalmente nelle Le Mastiti  
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lettiere e pertanto possono penetrare nella mammella in ogni momento della 
vita  dell’animale.  Non  essendo  possibile  eliminare  questi  microrganismi 
dall’ambiente dove vivono gli animali, è opportuno curare: l’igiene della 
lettiera,  rinnovandola  frequentemente  ed  asportandola  completamente 
almeno tre volte l’anno; l’igiene della mungitura (pre e post-mungitura); 
l’igiene degli operatori; l’igiene della mungitrice. 
 
5.3. MASTITI STAFILOCOCCICHE 
 
Le  mastiti  stafilococciche  ovi-caprine  vengono  classificate  in:  mastiti 
contagiose  e  mastiti  ambientali.  Staphylococcus  aureus  è  il  principale 
agente eziologico di mastiti contagiose nelle pecore e nelle capre ed è anche 
il  più  patogeno,  mentre  gli  stafilococchi  coagulasi  negativi,  come  S. 
epidermidis,  S.  simulans,  S.  hyicus,  S.  sciuri,  S.  xylosus,  S.  hominis,  S. 
capitis,  sono  frquentemente    coinvolti  in  episodi  di  mastite  ambientale 
(Hariharan et al., 2004). La forma di mastite più grave, e spesso mortale, 
che colpisce gli ovi-caprini allevati per la produzione di latte è rappresentata 
dalla mastite iperacuta; l’animale cessa di ruminare, può presentare un lieve 
aumento del volume mammario, rialzo termico e morte in 24/48 ore.  
La  forma  acuta  o  gangrenosa,  in  cui  il  soggetto  presenta  ipertermia, 
mammella arrossata, aumentata in volume, calda, dolente; dopo circa 72 ore 
la mammella appare fredda, dolente e di colore violaceo con conseguente 
perdita  dell’emimammella,  essendo  il  fenomeno  quasi  esclusivamente 
monolaterale.  Molto  spesso  questa  forma  di  mastite  evolve  nella  morte 
dell’animale, nel caso in cui il soggetto sopravviva può esitare in una forma Le Mastiti  
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cronica.  Questa  mastite  è  sostenuta  prevalentemente  da  S.  aureus  che, 
producendo  l’α-emolisina,  provoca  trombosi  dei  vasi.  S.  aureus  esercita 
anche attività eritrolitica, dovuta alla produzione di β-emolisina (Caldora et 
al., 1996; Iannibelli et al., 1990). Sebbene la principale attività patogena sia 
dovuta  principalmente  all’azione  di  queste  due  tossine,  questo  batterio 
manifesta  la  sua  virulenza  anche  grazie  a  componenti  cellulari  e  alla 
produzione  di  altre  sostanze  extracellulari.  Gli  stafilococchi,  mediante 
l’attività della lipasi, si sviluppano in vicinanza del capezzolo e vi penetrano 
all’interno,  “per  risucchio”,  a  seguito  del  processo  di  mungitura.  Tali 
microrganismi,  una  volta  penetrati,  passano  nei  dotti  galattofori 
determinando l’insorgenza di una galattoforite a decorso acuto. Il processo 
può  esitare  in  una  scleria  del  parenchima  mammario,  in  seguito  a 
moltiplicazione delle cellule connettivali.   
 
Da uno studio effettuato in provincia di Bologna, nel 1982, S. aureus è stato 
isolato  dal  76,92%  dei  campioni  di  latte  mastitico  esaminati 
batteriologicamente  (Pietrobelli  et  al.,  1983).  Nello  stesso  periodo,  in 
Sicilia, la mastite stafilococcica da S. aureus è stata riscontrata nel 77,5% 
degli animali controllati (Aiello et al., 1983). Anche in Francia, il germe 
maggiormente isolato da campioni di latte mastitico era rappresentato, per il 
75%  dei  casi,  da  S.  aureus  (Dion  e  Vaast,  1986).  In  questi  ultimi  anni, 
invece,  è  stata  osservata  una  diminuzione  delle  forme  cliniche  ed  un 
contemporaneo  aumento  delle  infezioni  sostenute  da  microrganismi 
opportunisti (stafilococchicoagulasi negativi) ed ambientali (streptococchi), 
che si presentano per lo più in forme sub-cliniche (Cuccuru et al., 2002). Le Mastiti  
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Tale  tendenza  è  confermata  da  uno  studio  condotto  dagli  Istituti 
Zooprofilattici Sperimentali delle regioni Lazio e Toscana, della Sardegna e 
della Sicilia, durante l’intera lattazione relativa al periodo 2001-2002. Lo 
scopo di questo studio era quello di determinare il valore medio nazionale 
del numero delle cellule somatiche nel latte di massa ovino e caprino ed 
individuare il valore soglia di cellule somatiche discriminante tra animali 
sani e animali affetti da mastite. Nel latte ovino, gli sstafilococchi coagulasi 
negativi sono stati isolati da 261/375 (73,2%) campioni risultati positivi agli 
isolamenti  batterici,  mentre  lo  S.  aureus  è  stato  isolato  solo  da  15/375 
(4,20%) di questi campioni. Gli stafilococchi coagulasi negativi sono stati i 
batteri  maggiormente  riscontrati  (73,2%),  sia  nelle  regioni  considerate 
(Lazio 76,5%, Sardegna 53,6%, Sicilia 80,6% e Toscana 75%), che nelle 
razze ovine studiate (Comisana 78,8% e Sarda 63,8%). Nel latte caprino, gli 
sstafilococchi  coagulasi  negativi  sono  stati  isolati  da  162/189  (85,7%) 
campioni risultati positivi all’isolamento batterico, mentre S. aureus è stato 
isolato  da  16/189  (8,5%)  di  questi  campioni  (Rosati  et  al.,  2004)
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6. ANTIBIOTICO-RESISTENZA 
 
Gli antibiotici sono una categoria di farmaci, naturali o di sintesi, in grado di 
rallentare o arrestare la proliferazione dei batteri. In passato erano definite 
antibiotici quelle sostanze di origine naturale, prodotte di solito da batteri o 
da  miceti,  capaci  di  uccidere  altri  microrganismi;  tali  sostanze  venivano 
distinte dai chemioterapici, molecole queste ultime, aventi gli stessi effetti 
su  determinati  microrganismi,  ma  di  origine  sintetica  (Schwarz  e 
Kehrenberg, 2001). Oggi non esiste un limite ben definito tra chemioterapici 
ed antibiotici, in quanto molti antibiotici possono essere ottenuti per sintesi 
ed  altri  vengono  modificati  in  laboratorio,  agendo  sul  nucleo  di  origine 
naturale (composti “semisintetici”) (Normand et al., 2000). Viene utilizzato, 
quindi,  il  termine  antibiotico  per  indicare  qualunque  prodotto  di  natura 
biologica o sintetica impiegato nelle terapie antibatteriche. 
 
6.1. TIPI DI RESISTENZA 
 
La capacità dei batteri di sopravvivere e replicarsi in presenza di un farmaco 
antimicrobico  è  definita  antibiotico-resistenza  (Schwarz  e  Kehrenberg, 
2001).  L’insensibilità  dei  batteri  agli  antibiotici  è  un  fattore  limitante 
nell’uso di tali farmaci negli animali e rappresenta oggi il maggior pericolo 
connesso con la chemioterapia antibiotica. Un esempio è rappresentato da 
Staphylococcus  aureus  resistente  alla  vancomicina,  isolato  per  la  prima 
volta negli Stati Uniti nel 2002 (CDC, 2002).  Antibiotico-Resistenza 
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Un  batterio  può  essere  considerato  resistente  nei  confronti  di  un 
chemioantibiotico quando la concentrazione che il farmaco raggiunge nel 
sito di infezione non è in grado di inibire la replicazione del germe o di 
ucciderlo (Schwarz e Chaslus-Dancla, 2001). L’antibiotico-resistenza può 
essere naturale o acquisita. 
La  resistenza  naturale  (o  intrinseca)  consiste  nell’insensibilità 
costituzionale di un microrganismo verso un determinato antibiotico. Essa 
può dipendere dal meccanismo d’azione del farmaco, dal tipo di strutture 
possedute  dal  microrganismo,  dalla  mancata  penetrazione  dell’antibiotico 
nella  cellula  batterica  o  dal  mancato  legame  del  farmaco  con  il  sito 
bersaglio. Questo tipo di resistenza, riscontrabile nei diversi ceppi di una 
determinata specie batterica, è caratterizzata dalla trasmissione verticale e 
rappresenta una proprietà fondamentale di quella specie, tale da permetterne 
l’identificazione  tassonomica  (Roberts,  1996;  Strommenger  et  al.,  2003). 
L’insensibilità  dei  batteri  Gram-negativi  nei  confronti  dei  glicopeptidi  e 
quella  degli  enterobatteri  per  la  penicillina  sono  esempi  di  resistenza 
intrinseca. 
La  resistenza  acquisita,  invece,  è  il  risultato  della  selezione  di  una 
popolazione batterica in seguito alla pressione  esercitata da un eccessivo 
impiego  di  antibiotici.  Questo  tipo  di  resistenza  è  una  proprietà  ceppo-
specifica;  può  essere  dovuta  a  mutazioni  cromosomiche  di  geni  che 
agiscono da bersaglio per gli agenti antimicrobici, oppure alla presenza di 
elementi genetici mobili contenenti uno o più geni di resistenza. 
I  meccanismi  con  cui  i  batteri  contrastano  l’attività  antibiotica  si 
distinguono  in  cromosomiali  ed  extra-cromosomiali  (Projan,  2000).  La Antibiotico-Resistenza 
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resistenza  acquisita  può  essere  trasmessa  orizzontalmente  tra  batteri  di 
specie e generi diversi tra loro, attraverso diversi meccanismi di scambio di 
materiale genetico quali la trasduzione, la trasformazione e la coniugazione. 
Il  meccanismo  di  tipo  cromosomiale  è  rappresentato  dalle  mutazioni 
spontanee (estremamente rare) che portano a modificazioni del DNA del 
cromosoma  batterico.  Tali  mutazioni  possono  determinare  fenomeni  di 
resistenza che,  generalmente, riguardano un singolo  antibiotico. Tuttavia, 
esiste  anche  la  possibilità  di  resistenze  crociate  (crossresistance):  ciò 
avviene  principalmente  nel  caso  di  molecole  chimicamente  affini  o  che 
hanno meccanismo d’azione o di legame simile (Alekshun e Levy, 2000). 
Questo  tipo  di  resistenza  viene  trasmessa,  di  solito,  durante  la  divisione 
cellulare  (trasmissione  verticale)  e  la  trasmissione  avviene  tra 
microrganismi della stessa specie batterica. 
I  meccanismi  di  resistenza  extracromosomiale  sono  molteplici;  i  
determinanti  genetici  più  importanti  e  frequenti  dal  punto  di  vista 
epidemiologico  sono  quelli  localizzati  su  elementi  genetici  mobili  come 
plasmidi, trasposoni e integroni (Roberts, 1996; Werckenthin et al., 2001). 
Grazie  a  tali  elementi  questo  tipo  di  resistenza  può  essere  trasferito  tra 
batteri  di  uguale  o  differente  genere  o  specie  e,  inoltre,  riguarda  più 
antibiotici simultaneamente (resistenze multiple). I plasmidi, i trasposoni e 
gli integroni sono composti da una molecola di DNA a doppia elica ma 
differiscono per dimensioni, struttura e proprietà biologiche. 
I plasmidi sono in grado di replicarsi in maniera indipendente dal DNA 
cromosomiale e di persistere nella cellula batterica per molte generazioni 
(Robicsek  et  al.,  2006).  Alcuni  plasmidi  di  grandi  dimensioni  possono Antibiotico-Resistenza 
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trasportare geni che li rendono capaci di spostarsi da una cellula ospite ad 
un’altra (plasmidi di coniugazione). Essi sono costituiti da DNA circolare a 
doppio filamento e hanno le proprietà di un piccolo cromosoma, in quanto 
contengono  l’informazione  genetica  che  controlla  la  loro  replicazione, 
assicurando così, nella divisione cellulare, la segregazione di una copia in 
ciascuna cellula figlia. Alcuni plasmidi possono integrarsi nel cromosoma 
batterico;  in  tal  modo  il  plasmide  non  potrà  più  replicarsi  in  modo 
autonomo, ma insieme al cromosoma stesso. Molti plasmidi possono essere 
trasmessi tra cellule batteriche durante il processo di coniugazione, facendo 
acquisire  nuovi  caratteri  al  batterio  ricevente  (Robicsek  et  al.,  2006).  I 
plasmidi  possono  veicolare  informazioni  che  consentono  alla  cellula 
batterica  di  divenire  resistente  agli  antibiotici  (plasmidi  di  resistenza  o 
fattori R). I fattori R possono integrarsi con altri plasmidi e, in parte o in 
toto, nel DNA cromosomiale (Bennett, 1995; Fey et al., 2003). Tali fattori 
possono trasportare uno o più geni di resistenza rendendosi responsabili di 
uno  degli  aspetti  più  importanti  nell’ambito  della  farmacoresistenza 
batterica:  quello  delle  multiresistenze;  queste  possono  rendere  un 
microrganismo potenzialmente refrattario ad un  numero molto elevato di 
chemioantibiotici (Projan, 2000). In alcuni casi, la perdita dei fattori stessi 
può  avvenire  per  soppressione  spontanea,  processo  che  si  realizza  con 
diversa  frequenza  nei  vari  microrganismi;  esiste  inoltre  la  possibilità  di 
provocare  artificialmente  la  perdita  del  fattore  R  attraverso  l’azione  dei 
raggi ultravioletti o di sostanze come l’acridina (Greenwood, 2000). 
Un altro tipo di elementi genetici mobili è rappresentato dai trasposoni, 
sequenze di DNA in grado di inserirsi in punti diversi del genoma batterico Antibiotico-Resistenza 
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e di trasferire, da un cromosoma ad un plasmide e viceversa, uno o più geni 
codificanti  importanti  funzioni,  quali  la  resistenza  ad  antibiotici  o  la 
produzione  di  esotossine.  I  trasposoni,  non  possedendo  sistemi  di 
replicazione  autonoma,  devono  integrarsi  in  vettori  competenti,  come  il 
DNA cromosomiale o i plasmidi, per mantenere la loro stabilità. 
Gli  integroni  sono  elementi  genetici  a  DNA,  formati  da  un  sito  di 
ricombinazione,  in  cui  possono  essere  inseriti  piccoli  elementi  mobili  di 
meno  di  2  kbp  (cassette  geniche),  e  dal  gene  che  codifica  per  l’enzima 
integrasi,  responsabile  dell’inserzione  sito-specifica  della  cassetta  genica 
stessa (Hernandez et al., 2001). In genere, le cassette geniche contengono un 
solo gene che, di solito, conferisce resistenza antibatterica. Gli integroni si 
distinguono dai plasmidi per la carenza dei sistemi di replicazione, e dai 
trasposoni per la carenza dei sistemi di trasposizione. 
I plasmidi, i trasposoni e gli integroni sono trasmessi verticalmente dopo la 
divisione  della  cellula  batterica,  ma  possono  anche  essere  trasferiti 
orizzontalmente tra batteri della stessa specie o di specie differenti tramite 
meccanismi di coniugazione, trasduzione e trasformazione. 
La coniugazione è un evento abbastanza comune in natura e consiste nel 
trasferimento  di  un  plasmide,  definito  di  coniugazione,  da  una  cellula 
donatrice  ad  una  cellula  ricevente.  La  coniugazione  rappresenta  il 
meccanismo più frequente con il quale, sia nell’uomo che negli animali, si 
realizza la diffusione, fra batteri di specie e generi differenti, dei geni di 
resistenza  ai  chemioantibiotici.  I  plasmidi  di  coniugazione  sono  stati 
identificati sia nei batteri Gram-positivi che nei Gram-negativi. La cellula 
batterica donatrice, che si comporta da cellula maschile, deve possedere un Antibiotico-Resistenza 
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particolare elemento chiamato fattore F. Le cellule donatrici sono, perciò, 
chiamate F+, mentre le riceventi, prive del suddetto fattore, sono chiamate 
F- (Clewell e Flannagan, 1993; Weese et al., 2006). Il fattore F, costituito da 
una  molecola  circolare  di  DNA  e  dotato  di  struttura  similcromosomica, 
contiene l’informazione genetica sufficiente per la propria replicazione. Nel 
caso  in  cui  il  fattore  F  sia  integrato  nel  cromosoma  batterico  (forma 
episomiale),  durante  la  coniugazione  si  realizza,  insieme  al  suo 
trasferimento, anche quello di parte del materiale cromosomico, con elevata 
frequenza di ricombinazione genetica. Per tale ragione, le cellule batteriche 
in  cui  il  fattore  F  è  integrato  nel  cromosoma  sono  chiamate  Hfr  (High 
Frequency  of  Recombination)  (Salyers  et  al.,  1999).  La  trasmissione  del 
fattore F tra due cellule avviene grazie ad una particolare struttura, chiamata 
pilo F, posseduta solo dalle cellule F+. 
La trasduzione è un meccanismo di trasferimento genetico con il quale un 
determinato  carattere  passa  da  un  microrganismo  all’altro  tramite  un 
batteriofago (Telenti e  Tenover, 2002). Questo virus, nella nuova cellula 
ospite,  può  dirigere  l’espressione  dei  propri  geni,  la  replicazione  e 
l’impacchettamento  del  DNA  fagico  dentro  nuove  particelle  virali  che 
vengono  poi  rilasciate  dalla  cellula  batterica  attraverso  un  ciclo  litico.  Il 
DNA fagico può integrarsi in quello cromosomico della cellula ospite come 
profago  e  rimanervi  localizzato  per  lunghi  periodi  in  uno  stato  inattivo. 
L’attivazione del profago, ad esempio ad opera delle radiazioni ultraviolette, 
determina l’inizio di un nuovo ciclo litico. Quando il profago viene escisso 
dal  DNA  cromosomico,  i  geni  di  resistenza  cromosomica,  localizzati 
contiguamente ai siti di integrazione del profago, possono diventare parte Antibiotico-Resistenza 
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del  genoma  fagico;  in  questo  caso,  tali  geni  possono  diffondere  con  le 
particelle fagiche ed essere trasmessi ad una nuova cellula ospite (Schwarz e 
Chaslus-Dancla,  2001).  La  diffusione  dei  geni  di  resistenza  attraverso  la 
trasduzione è fortemente limitata dalla quantità del DNA impacchettato nel 
fago  e  dalla  necessità  di  specifici  recettori  per  l’adsorbimento  del  fago 
stesso sulla superfice delle nuove cellule. Per gli Stafilococchi, ad esempio, 
è stato osservato che il limite massimo di DNA che può essere trasdotto è di 
45 kbp. Visto che soltanto le cellule ospiti filogeneticamente vicine tra loro 
presentano gli stessi recettori di attacco del fago, la trasduzione si osserva 
comunemente tra i batteri della stessa specie e raramente avviene tra batteri 
di generi o specie differenti. Negli Stafilococchi, dove manca la capacità di 
coniugazione  a  causa  dell’assenza  del  fattore  F,  i  plasmidi  di  resistenza 
possono essere trasmessi per trasduzione (Normand et al., 2000). 
La  trasformazione  è  un  meccanismo  di  trasferimento  di  DNA  tra  due 
cellule batteriche. Il DNA, prima di essere trasferito alla cellula ricevente, si 
trova libero nell’ambiente circostante, in seguito alla lisi del batterio da cui 
deriva (Bennett, 1995; Fey et al., 2003). La frequenza della trasformazione 
batterica  spontanea  è  piuttosto  rara  in  natura,  a  causa  della  rapida 
degradazione,  a  livello  ambientale,  del  DNA  libero  derivante  da  batteri 
lisati,  e  sembrano  scarse  le  implicazioni  pratiche  di  questo  processo  di 
trasferimento genetico nella trasmissione della resistenza. In genere, solo un 
gene del donatore può venire assunto dal ricevente; tuttavia, per caratteri 
strettamente vicini nella mappa cromosomica è possibile ottenere anche una 
doppia trasformazione (Quintiliani et al., 1999). Antibiotico-Resistenza 
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In tempi più recenti è stato identificato un nuovo meccanismo di scambio 
genetico: la trasposizione; questa permette il trasporto e la diffusione di 
geni  di  resistenza  tra  singole  unità  in  grado  di  replicarsi  (repliconi)  e 
coinvolge  i  trasposoni  (unità  genetiche  molto  semplici  che  possono 
trasportare  resistenze  multiple).  Tali  unità  genetiche  sono  localizzate  in 
frammenti  di  DNA  delimitati,  alle  estremità,  da  particolari  sequenze  di 
inserzione  che  permettono  l’inserimento  del  segmento  di  DNA  in 
corrispondenza di omologhe sequenze, localizzate in repliconi indipendenti 
e  possono  migrare  da  un  plasmide  all’altro  o  da  un  plasmide  ad  un 
cromosoma (Schwarz e Noble, 1999). 
 
6.2. MECCANISMI DI RESISTENZA 
 
Un microrganismo, in seguito all’acquisizione della resistenza genotipica, 
esprime fenotipicamente uno o più caratteri o proprietà mediante i quali si 
realizza la resistenza stessa. L’insensibilità del microrganismo all’azione del 
farmaco  è  dovuta  alla  modificazione  di  numerosi  bersagli  strutturali  e 
funzionali. I meccanismi che determinano tale insensibilità possono essere i 
seguenti: 
1)  modificazione,  a  livello  della  cellula  batterica,  del  sito  di  attacco 
specifico (recettore) per l’antibiotico; 
2) produzione di enzimi inattivanti gli antibiotici; 
3) modificazione della permeabilità cellulare; 
4) attivazione di una via metabolica alternativa (Projan, 2000). Antibiotico-Resistenza 
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1) Ogni variazione a livello del recettore per l’antibiotico impedisce la 
fissazione del farmaco, rendendolo incapace di svolgere la propria azione. 
Questo meccanismo sembra essere responsabile della resistenza verso gli 
antibiotici  β-lattamici  (penicilline  e  cefalosporine),  le  tetracicline,  i 
sulfamidici e i fluorochinoloni (Putman et al., 2000).(Schema 1) 
Schema 1 Esempi di antibiotico-resistenze causate dalla modificazione del sito bersaglio  
Antibiotici  Bersaglio  Geni  Localizzazione  Batteri 
resistenti 
Tetracicline   ribosomi  tet  T, C  Gram +,  
Gram -  
Sulfonamidi   diidrofolato 
sintasi 
sul  P, C  enterobatteri 
β-lattamici   PBP  mecA  C  Staphylococcus 
spp. 
Fluorochinoloni   DNA girasi, 
DNA 
topoisomerasi 
Gyr, 
par 
C  Gram +,  
Gram -  
T=trasposone, C=cromosoma, P=plasmide, I=integrone, PBP=Penicillin Binding  Protein  
 
2)  La  produzione  di  enzimi  inattivanti  gli  antibiotici  rappresenta  il 
meccanismo più importante di resistenza a questi, in quanto può coinvolgere 
più  antibiotici  contemporaneamente  ed  è  una  proprietà  che  può  essere 
facilmente  trasmessa  ad  altri  ceppi  sensibili.  Gli  enzimi  modificano  la 
struttura  della  molecola  dell’antibiotico  determinandone  la  perdita  delle 
caratteristiche  antibatteriche.  Alcuni  degli  enzimi  più  importanti  sono  le 
fosfotransferasi, le acetiltransferasi e le adeniltransferasi, che agiscono sugli 
antibiotici aminoglicosidici, e le β-lattamasi (penicillinasi, cefalosporinasi 
ecc.)  che  inattivano  gli  antibiotici  a  nucleo  β-lattamico  (penicilline, 
cefalosporine)  (Greenwood,  2000).  Le  eso-β-lattamasi  vengono  escrete 
all’esterno della cellula batterica, solo in presenza dell’antibiotico induttore, 
ed  estrinsecano  la  loro  attività  attraverso  un  processo  di  inattivazione Antibiotico-Resistenza 
 
 
Tesi di Dottorato di Ricerca del Dott. Massimiliano Ampola  40 
extracellulare  dell’antibiotico;  le  endo-β-lattamasi,  invece,  manifestano 
l’azione inattivante all’interno della cellula batterica. (Schema 2) 
Schema 2 Esempi di antibiotico-resistenze causate dall'inattivazione del farmaco 
Antibiotici  Via enzimatica  Geni  Localizzazione  Batteri 
resistenti 
Tetracicline   ossido-
riduzione 
tet  T  Gram +,  
Gram -  
Macrolidi   fosfo-
transferasi 
Mph 
(A-C) 
P, T, C  E. coli, Shigella 
spp., 
Staphylococcus 
spp. 
β-lattamici   idrolitica  bla  P, T, C  Gram +,  
Gram -  
Aminoglicosidi  acetil-, adenil-, 
fosfo-
transferasi 
aac, 
aad 
P, T, C  Gram +,  
Gram -  
Cloramfenicolo   acetil-
transferasi 
catA, 
catB 
P, T, C  Gram +,  
Gram -  
T=trasposone, C=cromosoma, P=plasmide, I=integrone, PBP=Penicillin Binding  Protein  
 
3) La modificazione della permeabilità cellulare è dovuta a mutazioni che 
determinano  variazioni  nel  meccanismo  di  trasporto  attivo  a  livello  di 
membrana (Eady et al., 1993; Katayama et al., 2001). Si verifica, quindi, la 
riduzione del numero e delle dimensioni dei canali di flusso di entrata e/o 
l’incremento del pompaggio all’esterno delle molecole di antibiotico. I geni 
codificanti  per  proteine  di  efflusso  associate  alla  membrana  sono  stati 
identificati in plasmidi, trasposoni e a livello delle cassette geniche. Questi 
sistemi di efflusso sono gli unici in grado di determinare elevati livelli di 
resistenza agli aminoglicosidi nei batteri (Putman et al., 2000). Inoltre, vi è 
un  ampio  numero  di  trasportatori  multi-farmaco,  rilevati  sia  nei  batteri 
Gram-positivi che nei Gram-negativi, la maggior parte dei quali è in grado 
di  eliminare  dalla  cellula  batterica  composti  tossici  strutturalmente 
eterogenei che comprendono gli agenti antimicrobici. (Schema 3) Antibiotico-Resistenza 
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Schema 3 Esempi di antibiotico-resistenze causate da modificazioni della permeabilità della 
cellula batterica 
Antibiotici  Meccanismo  Geni  Localizzazione  Batteri 
resistenti 
Tetracicline   efflusso  tet  P, T, C  Gram +,  
Gram -  
Macrolidi   efflusso  metA  P, T, C  Gram + 
Cloramfenicolo, 
Fluorochinoloni 
efflusso 
(multidrug) 
blt/norA  C  Bacillus spp., 
Staphylococcus 
spp. 
Cloramfenicolo, 
Fluorochinoloni, 
β-lattamici, 
Macrolidi, 
Tetracicline  
efflusso 
(multidrug) 
mexA, 
mexB, 
acrA, 
acrB, 
oprM, 
tolC 
C  Pseudomonas 
spp., E. coli 
T=trasposone, C=cromosoma, P=plasmide, I=integrone, PBP=Penicillin Binding  Protein  
 
4) L’attivazione di una via metabolica alternativa da parte dei batteri è un 
altro meccanismo di antibiotico-resistenza. La resistenza genotipica verso 
antibiotici  che  interferiscono  con  l’attività  di  alcuni  enzimi  batterici 
(sulfamidici e trimethoprim) viene acquisita dal microrganismo per mezzo 
di plasmidi capaci di codificare la sintesi di enzimi con struttura diversa, ma 
funzione simile. In tal modo l’attività enzimatica non viene alterata dalla 
presenza di tali farmaci (Felmingham e Brown, 2001). 
Shema 4. Esempi di antibiotico-resistenze causate dall'inattivazione enzimatica 
Antibiotici  Enzima  Geni  Localizzazione  Batteri 
resistenti 
Macrolidi, 
Lincosamidi, 
Streptogramina 
estarasi  ereA, 
ereB 
P  Enterobatteri, 
Staphylococcus 
haemolyticus 
Streptogramina  acetil-
transferasi 
vatA, 
vatE 
P  Gram +,  
Gram -  
Lincosamidi  nucleotid-
transferasi 
lnuA, 
lnuB 
P  Gram +,  
Gram -  
T=trasposone, C=cromosoma, P=plasmide, I=integrone, PBP=Penicillin Binding  Protein 
 Antibiotico-Resistenza 
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6.3. ANTIBIOTICO-RESISTENZA DEGLI STAFILOCOCCHI 
 
Gli  stafilococchi  hanno  da  sempre  mostrato  un’elevata  capacità  di 
sviluppare  rapidamente  resistenza  agli  antibiotici,  ma  tale  fenomeno  è 
notevolmente  aumentato  negli  ultimi  anni,  soprattutto  nei  confronti  di 
penicilline  e  cefalosporine,  tetracicline,  eritromicina,  lincomicina  e 
kanamicina (Normand et al., 2000). Questi batteri mostrano, in genere, una 
sensibilità  elevata  alla  vancomicina,  alla  teicoplanina  e  alla  netilmicina, 
mentre la sensibilità è variabile, anche se in diminuzione, nei confronti della 
gentamicina,  delle  polimixine  e  dei  fluorochinoloni.  L’associazione 
Amoxicillina/Acido  Clavulanico,  le  Cefalosporine,  l’Eritromicina  ed  i 
Fluorochinoloni sono di solito efficaci, a differenza delle Tetracicline e delle 
Penicilline, verso le quali sono frequenti i fenomeni di resistenza. L’impiego 
di  un  antibiotico  a  fini  terapeutici  può  determinare  la  riduzione  della 
suscettibilità da parte dei batteri, con l’insorgenza di una resistenza di tipo 
plasmidico. 
Le metodiche che permettono di distinguere stafilococchi della stessa specie 
e  sottospecie  e  di  individuare  ceppi  farmacoresistenti  includono  saggi 
biochimici come l’elettroforesi enzimatica multilocus e tecniche molecolari 
come, ad esempio, analisi di macrorestrizione, ribotyping, e la RAPD-PCR 
(Witte, 2000). Alcuni tipi di PCR prendono in considerazione geni presenti 
esclusivamente  in  alcune  specie  stafilococciche,  come  S.  aureus,  e 
permettono l’identificazione del polimorfismo dei geni che codificano per la 
coagulasi  o  per  la  proteina  A.  Il  cosiddetto  “profiling  plasmidico”  è  un 
metodo semplice di tipizzazione che, tuttavia, spesso non fornisce risultati 
stabili  per  la  mobilità  dei  plasmidi  stessi.  La  farmacoresistenza  negli Antibiotico-Resistenza 
 
 
Tesi di Dottorato di Ricerca del Dott. Massimiliano Ampola  43 
stafilococchi è spesso associata a questi ultimi, perciò la loro analisi può 
essere  utile  nello  studio  della  trasferibilità  della  resistenza,  anche  se  tale 
metodica  non  è  ottimale  per  differenziare  le  resistenze  nei  ceppi  isolati 
(Witte,  2000).  I  geni  e  le  mutazioni  coinvolte  nella  resistenza  negli 
stafilococchi  di  origine  animale  sono  stati  identificati  utilizzando  sistemi 
molecolari quali la PCR e il Southern blot. In alcuni casi, questi geni e le 
loro regioni di regolazione sono stati clonati e sequenziati (John et al., 1996; 
Strommenger  et  al.,  2006).  Tali  geni,  spesso,  hanno  una  localizzazione 
plasmidica. L’analisi strutturale dei plasmidi di resistenza ha permesso, in 
molti  casi,  di  approfondire  le  conoscenze  sulla  varietà  strutturale  degli 
elementi extracromosomiali associati alla resistenza antimicrobica (Greene e 
Schwarz, 1992; Strommenger et al., 2006). 
￿  Resistenza  alle  tetracicline  -  Negli  stafilococchi  di  origine  animale 
sono  stati  identificati  quattro  differenti  locus  genici  di  resistenza  alle 
tetracicline (geni tet), classificati come K,  L, M e O.  I  geni tet(K) sono 
localizzati  in  plasmidi  da  4,3  a  4,7  kbp.  Il  prototipo  di  questi  plasmidi 
(pT181),  viene  comunemente  isolato  in  S.  aureus.  Plasmidi  strettamente 
correlati al pT181 sono stati identificati in tutte le specie stafilococciche di 
origine  animale  (Schwarz  et  al.,  2000).  La  presenza  dei  geni  tet(L), 
identificati soprattutto in plasmidi di dimensioni variabili tra 4,3 kbp e 11,5 
kbp,  sembra  essere  limitata  a  poche  specie  stafilococciche  di  origine 
animale, tra cui S. hyicus, S. lentus e S. xylosus. Alcuni di questi plasmidi, 
inoltre,  contengono  geni  di  resistenza  nei  confronti  di  kanamicina, 
neomicina, macrolidi, lincosamidi e streptomicina (Schwarz et al., 2000). I 
geni  tet(M)  sono  localizzati  su  trasposoni  di  coniugazione  di  origine Antibiotico-Resistenza 
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enterococcica.  Uno  studio  condotto  su  ceppi  resistenti  di  Stafilococchi 
isolati  da  varie  specie  animali,  ha  identificato  il  trasposone  227Tc, 
contenente  il  gene  tet(M),  come  il  secondo  meccanismo  responsabile  di 
farmaco-resistenza  negli  Stafilococchi  di  origine  animale  (Jensen,  1999). 
Infine, i geni tet(O) sono stati identificati in S. intermedius; i prodotti genici 
di tet(O) rappresentano proteine di protezione ribosomiale che mediano la 
resistenza a tutte le tetracicline, minociclina compresa (Swenson e Tenover, 
2005). 
￿  Resistenza a macrolidi, lincosamidi e streptogramine - La resistenza 
stafilococcica nei confronti di questi antibiotici è comunemente basata sulla 
modificazione  del  sito  bersaglio  (principale  meccanismo  di  resistenza), 
sull’efflusso attivo o sull’inattivazione enzimatica (Schwarz et al., 1999). 
Negli Stafilococchi di origine animale, sono stati identificati, fino ad oggi, 
quattro geni coinvolti in tale resistenza: erm(A), erm(B), erm(C) ed erm(F) 
(Chung et al., 1999; Kwok et al., 2000).  I geni erm(A) ed erm(B) sono 
comunemente  riscontrati  in  piccoli  trasposoni  quali  il  Tn554  ed  il 
Tn917/Tn551  (Werckenthin  e  Schwarz,  2001).  I  geni  erm(C)  sono 
localizzati in plasmidi presenti in molte Staphylococcus spp. (Eady et al., 
1993; Nawaz et al., 1999).  
￿  Resistenza  agli  aminoglicosidi  -  Tale  resistenza  è  dovuta 
principalmente a sequenze geniche, spesso associate a plasmidi e trasposoni, 
che  inducono  l’inattivazione  dei  farmaci  da  parte  di  acetil-,  adenil-  e 
fosfatidil-trasferasi (Alekshun e  Levy, 2000).  Negli Stafilococchi  animali 
sono stati identificati, fino ad oggi, quattro differenti geni; tra questi il gene 
aadD media la resistenza a kanamicina e neomicina, mentre il gene aadA-Antibiotico-Resistenza 
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aphD media la resistenza a gentamicina, kanamicina e tobramicina (Giraud 
et al., 2000). 
￿  Resistenza  ai  fluorochinoloni  -  Questi  antibiotici  agiscono,  contro  i 
Gram positivi, interagendo con enzimi batterici necessari per la replicazione 
del  DNA  (Blondeau,  2004).  La  resistenza  batterica  ai  fluorochinoloni  si 
presenta,  di  solito,  come  conseguenza  di  mutazioni,  che  comportano 
cambiamenti aminoacidici, a livello enzimatico; tali variazioni rendono gli 
enzimi meno sensibili ai fluorochinoloni (Heinen, 2005). Anche l’efflusso 
dei  farmaci  mediato  da  trasportatori  può  contribuire  alla  resistenza  degli 
Stafilococchi a questi antibiotici (Lomovskaya e Watkins, 2001).  
￿  Resistenza ai β-lattamici - La resistenza a questi antibiotici è dovuta 
alla produzione di enzimi che determinano l’apertura dell’anello β-lattamico 
di  tali  molecole:  le  β-lattamasi  (Alekshun  e  Levy,  2000).  Un  aspetto 
particolarmente importante della resistenza degli Stafilococchi ai farmaci β-
lattamici riguarda la sempre più diffusa refrattarietà alle metil-penicilline, in 
particolare  alla  meticillina.  La  meticillina-resistenza  degli  Stafilococchi  è 
legata  alla  presenza  del  gene  mec  A,  localizzato  nella  regione  mec  del 
cromosoma  batterico,  che  codifica  per  una  proteina  definita  PBP2a 
(Penicillin-Binding Protein 2a); tale proteina presenta ridotta affinità per le 
penicilline.  
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7 MATERIALI E METODI 
 
7.1. CAMPIONAMENTO 
 
Da aprile 2006 a luglio 2007 sono stati analizzati 263 campioni di latte di 
massa ovino provenienti da allevamenti toscani, prelevati direttamente dai 
refrigeratori  con  appositi  contenitori  sterili  e  mantenuti  in  regime  di 
refrigerazione  fino  all’arrivo  al  laboratorio  di  microbiologia  del 
Dipartimento di Patologia Animale, Profilassi e Igiene degli Alimenti della 
Facoltà di Medicina Veterinaria dell’Università di Pisa. 
 
 
7.2. ESAMI BATTERIOLOGICI  
 
 
I campioni di latte sono stati diluiti in acqua peptonata sterile. Per effettuare 
la  diluizione  è  stato  prelevato  1  ml  del  campione  da  testare  ed  è  stato 
inoculato  in  9  ml  di  acqua  peptonata  (diluizione  1:10).  Un’ansata  di 
ciascuna  diluizione  è  stata  seminata  su  piastre,  contenenti  terreno  MSA 
(Mannitol Salt Agar) (Oxoid), che sono state incubate a 37°C per 48 ore. Le 
colonie  cresciute  su  questo  terreno  sono  state  esaminate  tramite  la 
colorazione di Gram e sono state seminate su piastre, contenenti BP (Baird 
Parker)  (Oxoid),  incubate  a  37°C  per  48  ore,  al  fine  di  differenziare  gli 
stafilococchi coagulasi-positivi da quelli coagulasi-negativi. 
Le colonie, presuntivamente riconducibili a Staphylococcus spp., sono state, 
quindi, seminate su piastre contenenti AT (Agar Triptosio) ed incubate a 
37°C per 24 ore. Dalle colonie, cresciute su questo terreno, è stata eseguita Materiali e Metodi  
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la prova della catalasi e, al fine di evidenziare il tipo di emolisi prodotta 
dagli stafilococchi, le colonie di ciascun ceppo sono state seminate su AS 
(Agar Sangue). 
 
SEMINA SU AGAR SALE MANNITE (MSA) 
L’Agar Sale Mannite (MSA) (Oxoid) è un terreno selettivo che, contenendo 
una elevata concentrazione di NaCl (pari al 7,5%), inibisce la crescita della 
maggior parte dei batteri, ad eccezione degli alofili, tra cui gli Stafilococchi. 
Questo terreno è costituito da: estratto di carne, peptone, mannitolo, cloruro 
di  sodio,  rosso  fenolo  e  Agar.  Staphylococcus  aureus,  generalmente, 
produce,  su  MSA,  in  condizioni  di  anaerobiosi,  larghe  colonie  gialle 
circondate da un alone giallo-brillante. La produzione di acido, dovuta alla 
fermentazione del mannitolo, provoca, infatti, l’abbassamento del pH e il 
viraggio dell’indicatore del terreno (rosso fenolo) dal rosso al giallo. Gli 
altri stafilococchi, invece, sviluppano colonie piccole, circondate da aloni di 
color rosso. 
Ciascun campione diluito è stato seminato, per strisciamento con ansa, in 
una singola piastra di MSA. Le piastre sono state incubate in anaerobiosi, 
utilizzando una giara, per 48 ore a 37°C. I ceppi che hanno dato origine a 
colonie  con  alone  giallo-brillante  sono  stati  classificati  presuntivamente 
come S. aureus, mentre quelli che hanno formato colonie con aloni color 
rosso  sono  stati  classificati  presuntivamente  come  altre  specie 
stafilococciche. 
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COLORAZIONE DI GRAM 
In base a questa colorazione, i batteri possono essere divisi in due grandi 
gruppi: Gram-positivi e Gram-negativi. In seguito alla colorazione i batteri 
Gram-positivi come gli stafilococchi si colorano in blu-violetto, mentre i 
Gram-negativi si colorano in rosso. Il diverso comportamento di questi due 
gruppi batterici è dovuto alla diversa composizione della parete cellulare. Il 
materiale utilizzato per la colorazione è il seguente: 
-  Cristal  Violetto  o  Violetto  di  genziana  o  Violetto  di  Nicolle 
(Cristalvioletto fenicato all’1%); 
-  Soluzione di Gram o iodio iodurata o Lugol (Iodio 1 g, Ioduro di 
Potassio 2 g, H2O distillata 100 ml);  
-  Alcool-acetone (7:3 v/v) o alcool etilico al 95%; 
-  Safranina (soluzione acquosa allo 0,5%). 
Le colonie da testare vengono stemperate in acqua sul vetrino e fissate per 
mezzo del calore. Su queste vengono versate alcune gocce di Violetto di 
genziana e lasciate agire per 3 minuti. Successivamente, dopo aver tolto dal 
vetrino, mediante lavaggio con acqua, il colorante in eccesso, viene versato 
sul vetrino e lasciato agire per 1 minuto, il liquido di Lugol, che fissa il 
Cristal  Violetto  penetrato  all’interno  della  cellula,  producendo  aggregati 
colorante-iodio (al termine di questa fase i batteri appaiono tutti colorati in 
blu-porpora). Quindi, tolto l’eccesso di questa soluzione (con acqua), viene 
versato sul vetrino lasciato agire per 30 secondi l’alcool-acetone, in modo 
da allontanare il colorante non trattenuto dalla parete delle cellule. Dopo 
questa fase i batteri Gram-positivi appaiono ancora colorati in blu-porpora, 
mentre i Gram-negativi sono incolori. Il vetrino, dopo lavaggio con acqua , Materiali e Metodi  
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è stato ricoperto con Safranina (colorante rosso di contrasto), che è stata 
lasciata agire per 2 minuti; quindi, eliminata con acqua. Il vetrino è stato 
asciugato con carta bibula ed osservato al microscopio ottico con obiettivo 
ad  immersione  (100X).  Le  cellule  stafilococciche  appaiono  colorate  in 
violetto  perché  hanno  trattenuto  il  colorante  primario  (Ottaviani,  1991), 
senza subire l’effetto della Safranina, la quale non agisce sul preparato già 
colorato.  Gli  stafilococchi  appaiono  come  batteri  marcatamente  Gram-
positivi. 
 
SEMINA SU BAIRD PARKER (BP) 
Questo  è  un  terreno  selettivo  e  differenziale  per  la  crescita  e 
l’identificazione  degli  stafilococchi.  Il  terreno  Baird  Parker  (Oxoid) 
contiene:  Triptone,  Estratto  di  carne,  Estratto  di  lievito,  Sodio  piruvato, 
Litio  cloruro,  Glicina,  Agar  e  Egg  Yolk  Tellurite  Emulsion  (Oxoid); 
quest’ultimo  componente  è  responsabile  dell’aspetto  giallo  opaco  del 
terreno. L’efficacia selettiva del terreno Baird Parker è dovuta all’azione del 
cloruro di litio e del tellurito di potassio, i quali interferiscono con l’attività 
enzimatica  di  numerosi  batteri,  esclusi  gli  stafilococchi  che  riescono  a 
metabolizzarli.  La  trasformazione  del  tellurito  di  potassio  in  tellurito,  da 
parte dello S. aureus, da luogo alla comparsa di colonie lucide, di colore 
grigio-nero e di 1-1,5 mm di diametro (Foto 3 e Foto 4). Tuttavia, anche 
altri batteri (m,icrococchi, Proteus spp., talvolta streptococchi), ma anche 
stafilococchi  di  altre  specie  (S.  intermedius,  il  70%  delle  colture  di  S. 
saprophyticus, il 30% di quelle di S. epidermidis e il 20% di quelle di S. 
hyicus) possono crescere su questo terreno con caratteristiche simili allo S. Materiali e Metodi  
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aureus. Inoltre, spesso, ma non in tutti i casi, dopo incubazione in aerobiosi 
a 37°C, per 24-48 ore, l’azione lipolitica di S. aureus provoca la formazione 
di aloni chiari intorno alle colonie (aloni di chiarificazione) (Cirillo et al., 
2003). Questa caratteristica permette di fare una prima discriminazione tra 
gli S. aureus e gli altri batteri, le cui colonie non sono circondate da alone. 
Tuttavia,  anche  altri  microrganismi,  tra  cui  altre  specie  di  stafilococchi, 
come S. hyicus (il 90% delle colture), S. epidermidis (il 10% delle colture), e 
una frazione non trascurabile di S. intermedius, possono chiarificare il rosso 
d’uovo,  mentre  molti  S.  aureus  di  origine  bovina  non  mostrano  attività 
lipolitica.  Quindi,  sono  necessarie  altre  prove  identificative  (Ottaviani, 
1991). 
Da  ogni  piastra  di  MSA  è  stata  prelevata  una  colonia  e  questa  è  stata 
seminata su BP ed incubata a 37°C, per 48 ore, in aerobiosi. 
 
 
 
Foto 3 e Foto 4 - Colonie di S. aureus su Baird Parker (BP) 
 
PROVA DELLA COAGULASI 
Le colonie cresciute su BP (Baird Parker) vengono coltivate in BHI (Brawn 
Heart Infusion Broth) (Ottaviani, 1991). Dopo 24 ore di incubazione a 37°C, 
in condizioni di aerobiosi, 0,5 ml di questa coltura in brodo di arricchimento 
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vengono inoculate in una provettina di plasma EDTA o ossalato di coniglio 
e la prova viene letta dopo incubazione a 37°C. La reazione risulta positiva 
(Foto 5) quando, entro le 24 ore, si ha coagulazione del materiale, tuttavia, 
molto spesso la coagulazione compare entro le prime 3 ore. Unitamente a 
questa  prova  è  opportuno  eseguirne  un’altra,  come  controllo  negativo, 
inoculando nel plasma EDTA o ossalato di coniglio solamente BHI. Dopo 
incubazione per 24 ore a 37°C la prova deve risultare negativa.(Foto 6) 
 
   
Foto 5 Reazione Positiva    Foto 6 Reazione Negativa  
     
SEMINA SU AGAR TRIPTOSIO  
Questo  terreno  contiene  triptosio,  destrosio,  cloruro  di  sodio  e  Agar.  Le 
colonie  stafilococciche  che  crescono  su  Agar  Triptosio  (AT)  appaiono 
piccole, convesse, di colore giallo o bianco (Foto 7 e Foto 8). 
 
Foto 7 e Foto 8 - Colonie di S. aureus su Agar Triptosio Materiali e Metodi  
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Le  colonie  ottenute  dalle  precedenti  semine,  e  riconducibili  a 
Staphylococcus spp., sono state seminate, per strisciamento, su piastre di 
Agar Triptosio. Le piastre sono state, quindi, incubate a 37°C per 24 ore, in 
aerobiosi. 
Dalle  colonie  cresciute  su  AT  sono  state  eseguite  le  seguenti  prove 
identificative: prova della catalasi, identificazione biochimica mediante API 
Staph (Bio-Mérieux) e semina su Agar Sangue, per evidenziare il tipo di 
emolisi prodotta dagli stafilococchi in causa. 
 
PROVA DELLA CATALASI 
Alcuni batteri, tra cui gli stafilococchi, possiedono la catalasi, enzima che 
scinde il perossido di idrogeno in ossigeno ed acqua, secondo la reazione: 2 
H2O2 ↔ 2 H2O + O2. La sintesi della catalasi è uno degli elementi che 
permette di distinguere i membri della famiglia delle Micrococcaceae da 
quelli della famiglia delle Streptococcaceae (Koneman et al., 1997). 
Da ogni piastra di AT  è stata prelevata una  colonia e stemperata, su un 
vetrino porta-oggetto, in una goccia di soluzione al 3% di acqua ossigenata 
(H2O2).  La  comparsa  immediata  di  bollicine  (effervescenza)  è  indicativa 
della presenza della catalasi, in quanto si verifica in seguito alla formazione 
di ossigeno secondo la reazione citata precedentemente (Foto 9) (Ottaviani, 
1991). 
 
 
 
Foto 9 – Reazione positiva (sinistra) e negativa (destra) alla catalasi Materiali e Metodi  
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SEMINA SU AGAR SANGUE  
L’Agar  Sangue  (AS)  è  un  terreno  nutritivo  costituito  da  Triptose  Agar 
(Oxoid)  addizionato  con  il  5%  di  sangue  di  montone.  Gli  stafilococchi 
crescono  su  questo  terreno  formando  colonie  bianche,  grigie,  crema, 
circondate o meno da un alone di emolisi (Foto 10). Quest’ultima può essere 
completa (α-emolisi), incompleta (β-emolisi) o la risultante di entrambe (α-
β)  (Foto  11).  Le  colonie  di  ciascun  ceppo,  cresciute  su  AT,  sono  state 
seminate  su  AS  e  le  piastre  sono  state  incubate  a  37°C,  per  24  ore,  in 
aerobiosi.  Quindi,  è  stato  valutato  il  tipo  di  emolisi  prodotta  dagli 
stafilococchi. 
 
IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA MEDIANTE API STAPH (BIOMÉRIEUX) 
Le colonie, cresciute su AT e riconducibili a Staphylococcus spp., sono state 
sottoposte a tipizzazione mediante API Staph (BioMérieux). L’Api Staph è 
un  sistema  di  identificazione  dei  generi  Staphylococcus,  Micrococcus  e 
Kocuria, che utilizza test biochimici standardizzati e miniaturizzati ed una 
base dati specifica. La galleria è composta da 20 microprovette contenenti i 
substrati  dei  test  disidratati  e  i  singoli  test  vengono  ricostituiti  con 
l’aggiunta,  in  ogni  microprovetta,  di  Api  Staph  Medium,  nel  quale  sono 
   
Foto 10 - Colonie di S.aureus su AS  Foto 11 - α-β emolisi su AS Materiali e Metodi  
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state preventivamente stemperate alcune colonie del ceppo da identificare. 
Le reazioni, prodotte durante il periodo d’incubazione, sono evidenziate da 
viraggi di colore spontanei o rivelati dall’aggiunta di reattivi; la lettura di 
queste reazioni viene effettuata con l’ausilio di una tabella di lettura, mentre 
l’interpretazione dei risultati si ottiene utilizzando il software specifico. 
I ceppi da identificare sono stati seminati su AT e incubati in aerobiosi, a 
37°C, per 24 ore. Una piccola quantità di patina batterica, tale da ottenere 
una  sospensione  batterica  omogenea  di  torbidità  uguale  al  punto  0,5  di 
McFarland, è stata stemperata nelle provette contenenti Api Staph Medium. 
Le microprovette sono state riempite con l’Api Staph Medium insemenzato, 
per mezzo di una pipetta, e, dopo aver aggiunto olio di paraffina sterile nei 
test ADH (Arginino-Deidrolasi) e URE (Ureasi), per creare l’anaerobiosi, 
sono  state  incubate  per  18-24  ore  a  37°C.  Dopo  l’incubazione,  nelle 
microprovette  contrassegnate  dalla  sigla  VP  (Voges-Proskauer  test),  NIT 
(test di riduzione dei nitrati) e PAL (test della Fosfatasi Alcalina) sono stati 
aggiunti dei reattivi: VP1 e VP2 in VP, NIT1 e NIT2 in NIT e ZYM A e 
ZYM B in PAL. La lettura dei risultati, fatta in base alle variazioni di colore 
dei substrati, è stata effettuata circa 10 minuti dopo l’aggiunta dei reattivi.  
L’identificazione delle specie è stata resa possibile utilizzando il software 
d’identificazione, che oltre al microrganismo, indica: 
-  ID: percentuale d’identificazione; 
-  Indice T: indica la tipicità del profilo ottenuto, secondo il database 
del programma; 
-  Tc:  test  contro  rispetto  al  profilo  tipo  della  specie  presente  nel 
database. Materiali e Metodi  
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La  Foto  12  mostra  i  viraggi  di  colore,  avvenuti  all’interno  delle  20 
microprovette di ciascuna delle due gallerie Api Staph, relativi a due ceppi 
di Staphylococcus spp.. In seguito alla lettura di queste reazioni, effettuata 
con l’ausilio di una tabella di lettura (Tabella 1), e all’interpretazione dei 
risultati, utilizzando il software specifico, i due ceppi sono stati identificati 
come S. aureus.  
 
 
Foto 12 - Test Api Staph di due ceppi di S.aureus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Materiali e Metodi  
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Tab. 1 - TABELLA DI LETTURA API STAPH (BIOMERIÉUX) 
 
RISULTATI 
TEST  SUBSTRATI  REAZIONI/ENZIMI 
NEG.  POS. 
0  Nessuno  Controllo Negativo  rosso  - 
GLU  D-Glucosio  D-Glucosio (Controllo +)  rosso  giallo 
FRU  D-Fruttosio  Acidificazione (D-Fruttosio)  rosso  giallo 
MNE  D-Mannosio  Acidificazione (D-Mannosio)  rosso  giallo 
MAL  D-Maltosio  Acidificazione (D-Maltosio)  rosso  giallo 
LAC  D-Lattosio  Acidificazione (Lattosio)  rosso  giallo 
TRE  D-Trealosio  Acidificazione (D-Trealosio)  rosso  giallo 
MAN  D-Mannitolo  Acidificazione (D-Mannitolo)  rosso  giallo 
XLT  Xilitolo  Acidificazione (Xilitolo)  rosso  giallo 
MEL  D-Melibiosio  Acidificazione (D-Melibiosio)  rosso  giallo 
NIT  Nitrato di Potassio  Riduzione dei nitrati in nitriti  incolore - 
rosa chiaro  rosso 
PAL  Β-naftil fosfatato  Fosfatasi Alcalina  giallo  viola 
VP  Sodio Piruvato  Produz. di acetil metil carbinolo 
(Voges-Proskauer) 
incolore - 
rosa chiaro  viola - rosa 
RAF  D-Raffinosio  Acidificazione (D-Raffinosio)  rosso  giallo 
XYL  D-Xilosio  Acidificazione (D-Xilosio)  rosso  giallo 
SAC  D-Saccarosio  Acidificazione (D-Saccarosio)  rosso  giallo 
MDG 
Metil-αD-
glucopiranoside 
Acidificazione (Metil-αD-
glucopiranoside)  rosso  giallo 
NAG 
N-acetil-
glucosamina 
Acidificazione (N-acetil-
glucosamina)  rosso  giallo 
ADH  L-arginina  Arginino Deidrolasi  giallo  arancio - 
rosso 
URE  Urea  Ureasi  giallo  rosso - 
viola Materiali e Metodi  
 
 
Tesi di Dottorato di Ricerca del Dott. Massimiliano Ampola  57 
7.3. ANTIBIOGRAMMA 
 
L’antibiogramma  o  “tecnica  della  diffusione  in  Agar  da  dischetti” 
rappresenta  la  prova  di  sensibilità  agli  antibiotici,  in  vitro,  più  usata  per 
individuare il chemioantibiotico più attivo nei confronti di un determinato 
patogeno (Caldora et al., 1996). I tests di suscettibilità sono stati eseguiti 
secondo la tecnica di Kirby-Bauer.( Bauer et al., 1966) 
I  chemioantibiotici,  durante  il  periodo  d’incubazione  della  piastra, 
diffondono dai dischetti nel terreno circostante. Dopo 24 ore di incubazione, 
intorno ai dischetti, possiamo notare una delle seguenti situazioni: 
-  una  zona  trasparente  (alone  di  inibizione)  nella  quale  non  c’è 
crescita microbica e il cui diametro, superato un determinato valore 
soglia  di  resistenza  (stabilito,  in  mm,  per  ciascun  antibiotico),  è 
proporzionale  all’efficacia  del  chemioterapico  nei  confronti  del 
microrganismo; 
-  assenza dell’alone di inibizione dovuta alla crescita del patogeno in 
esame, il quale, quindi, è completamente resistente all’antibiotico. 
I  batteri  potranno  essere  distinti,  in  base  alle  dimensioni  degli  aloni  di 
inibizione, interpretati mediante l’uso di specifiche tabelle, in: 
-  sensibili: il microrganismo risponderà ai comuni dosaggi terapeutici; 
-  moderatamente  sensibili:  il  batterio,  presumibilmente,  risponderà 
solo a dosi particolarmente elevate dell’antibiotico; 
-  resistenti:  il  batterio  non  viene  inibito  dalla  concentrazione  di 
antibiotico ottenibile con gli abituali dosaggi terapeutici (Cocuzza e 
Nicoletti, 1991). Materiali e Metodi  
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Per ogni isolato batterico è stata valutata la suscettibilità a 15 antibiotici, 
selezionati tra quelli generalmente più utilizzati nella terapia delle mastiti 
stafilococciche negli ovi-caprini. 
Sono stati impiegati: β-lattamici (Penicillina G, Amoxicillina, Meticillina e 
Oxacillina),  Cefalosporine  (Cefalotina,  Cefotaxime  e  Ceftazidime), 
Eritromicina, Rifampicina, Sulfimetossazolo + Trimethoprim, Tetraciclina, 
Vancomicina  e  le  associazioni  Amoxicillina  +  Acido  Clavulanico  e 
Cefotaxime  +  Acido  Clavulanico.  Per  l’esecuzione  dell’antibiogramma  è 
stato utilizzato il terreno Mueller-Hinton (Oxoid), costituito da: infuso di 
carne di manzo, idrolisato di caseina, amido solubile ed Agar. Un’ansata di 
patina batterica dello stafilococco da testare è stata stemperata in un tubo 
contenente 3 ml di soluzione fisiologica sterile. La sospensione così ottenuta 
è stata omogenata con l’aiuto del Vortex e, quindi, seminata con un tampone 
sterile su due piastre di Mueller-Hinton  (MH).  Infine, sulla superficie  di 
ognuna delle due piastre sono stati posti, mediante pinzette sterili, i dischi di 
antibiotici (7 per piastra). Le piastre sono state poste ad incubare a 37°C per 
24  ore,  terminate  le  quali,  per  ciascun  antibiotico,  è  stato  misurato  il 
diametro  dell’alone  di  inibizione,  funzione  della  suscettibilità  del 
microrganismo all’antibiotico in questione (Foto 13). La resistenza dei ceppi 
testati è stata valutata in base al valore degli aloni di inibizione, espressi in 
mm  riportati  dal  Manuale  Oxoid  (1993),  che  fa  riferimento  al  National 
Committee for Clinical Laboratory Standars, Vol. 11, n° 17 (Tab. 2). Materiali e Metodi  
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Foto 13 - Antibiogramma su terreno di Mueller-Hinton 
 
 
Tab. 2 - TABELLA INTERPRETATIVA DEGLI ALONI DI INIBIZIONE SU 
MUELLER-HINTON (MANUALE OXOID) 
 
 
* Se resistente a MET e OX il ceppo deve essere considerato resistente anche a 
questi antibiotici. 
 
Diametro alone di inibizione (mm) 
Antibiotico 
Simbolo 
(Oxoid)  Resistente 
(R) 
Moderatamente 
Sensibile (MS) 
Sensibile 
(S) 
Meticillina  MET  ≤ 9  10-13  ≥ 14 
Amoxicillina  AML  ≤ 28  -  ≥ 29 
Amoxicillina + acido 
clavulanico  AMC  ≤ 19  -  ≥ 20 
Gentamicina  CN  ≤ 12  13-14  ≥ 15 
Vancomicina  VA  ≤ 9  10-11  ≥ 12 
Eritromicina  E  ≤ 13  14-22  ≥ 23 
Penicillina G *  P  ≤ 28  -  ≥ 29 
Rifampicina  RD  ≤ 16  17-19  ≥ 20 
Cefalotina*  KF  ≤ 14  15-17  ≥ 18 
Sulfametossazolo+trimethoprim  SXT  ≤ 10  11-15  ≥ 16 
Oxacillina  OX  ≤ 10  11-12  ≥ 13 
Cefotaxime + acido 
clavulanico*  CD  ≤ 14  15-22  ≥ 23 
Ceftazidine*  CAZ  ≤ 14  15-17  ≥ 18 
Cefotaxime*  CTX  ≤ 14  15-22  ≥ 23 
Tetraciclina  TE  ≤ 14  -  ≥ 19 Materiali e Metodi  
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7.4. ESTRAZIONE DEL DNA BATTERICO 
 
I 200 ceppi di Staphylococcus spp., precedentemente isolati su BP, sono 
stati  seminati  in  provette  contenenti  6  ml  di  BHI  e,  solo  dopo  aver 
ripetutamente  trapiantato  le  colture,  per  raggiungere  pellets  cellulari 
sufficienti a permettere l’estrazione del DNA, si è proceduto alla stessa. Il 
DNA dei ceppi di Staphylococcus spp. è stato estratto mediante DNeasy 
Tissue Kit (QIAGEN).    Il protocollo di estrazione del DNA è consistito 
nelle seguenti fasi: 
-  centrifugazione della coltura batterica per 10 minuti a 7500 rpm; 
-  eliminazione del supernatante; 
-  risospensione  della  coltura  batterica  in  180   l  del  Buffer  di  lisi 
contenente 20 mg/ml di Lisozima; 
-  incubazione per 30 minuti a 37°C; 
-  aggiunta di 25  l di proteinasi K; 
-  aggiunta di 200  l di Buffer AL senza etanolo; 
-  omogenizzazione tramite Vortex; 
-  incubazione per 30 minuti a 56°C; 
-  aggiunta di 200  l di etanolo; 
-  omogenizzazione tramite Vortex; 
-  trasferimento del contenuto in column + collection tube; 
-  centrifugazione per 1 minuto a 8000 rpm; 
-  trasferimento della colonna in un nuovo tubo di raccolta ed aggiunta 
di 500  l di Buffer AW1; 
-  centrifugazione per 1 minuto a 8000 rpm; Materiali e Metodi  
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-  trasferimento della colonna in un nuovo tubo di raccolta ed aggiunta 
di 500  l di Buffer AW2; 
-  centrifugazione per 3 minuti a 12000 rpm; 
-  trasferimento della colonna in eppendorf ed aggiunta di 200  l di 
Buffer AE; 
-  riposo a temperatura ambiente per 1 minuto; 
-  centrifugazione per 1 minuto a 8000 rpm. 
Gli estratti di DNA vengono conservati a -20° C o utilizzati entro 3-4 giorni 
conservandoli a 4° C. 
 
7.5. POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) 
 
I primers impiegati in questo studio per la ricerca dei geni codificanti per la 
resistenza agli antibiotici β-lattamici, alla meticillina, alla eritromicina, alla 
gentamicina,  alla  vancomicina  ed  alla  tetraciciclina  sono  riportati  nella 
Tabella  3.  La  composizione  della  miscela  di  amplificazione  e  il  relativo 
programma sono riportati nella Tabella 4. 
Tab. 3 - PRIMERS IMPIEGATI PER LA RICERCA DEI GENI 
CODIFICANTI PER L’ANTIBIOTICO RESISTENZA 
 
Gene Bersaglio  Amplificato  Resistenza 
Fenotipca  Rif. Bibliografico 
erm b  639 bp 
erm c  642 bp 
Eritromicina  Sutcliffe et al (1996)  
aac  (6’)-Ie-Aph (2’’)-Ia  480 bp  Gentamicina  Kao et al (2000) 
mec A  528 bp  Meticillina 
bla Z  840 bp  β-lattamici 
Predari et al (1991) 
van A  732 bp 
van B  635 bp 
Vancomicina  Dutka-Malen et al 
(1995 
tet M-O  1115 bp  Tetraciclina  Cenci Goga BT et al 
(2004) Materiali e Metodi  
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Tab. 4 - CONDIZIONI DELLA MISCELA E DEL 
PROGRAMMA DI AMPLIFICAZIONE 
 
Le reazioni di PCR sono state eseguite mediante l’uso di termociclizzatore 
(Gene Amp®, PCR System 2700, A 
pplied Biosystems).  
Gli amplificati (5  l di ogni campione) sono stati caricati, in pozzetti di gel 
di agarosio, contenente bromuro di etidio, insieme a 3  l di colorante. Sono 
stati caricati, inoltre, in due pozzetti, rispettivamente, un controllo negativo 
(master  mix  senza  DNA)  e  il  marker-PCR  come  DNA  di  riferimento.  Il 
marker  utilizzato  è  stato  il  Gel  Pilot  100  bp  Plus  Ladder  (Qiagen).  Gli 
amplificati,  quindi,  sono  stati  analizzati,  effettuando  una  corsa 
elettroforetica  su  gel  di  agarosio  all’1,5%  per  45  minuti  a  110  Volt  e 
visualizzati mediante transilluminatore. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gene bersaglio  Condizioni di mix  Programma di 
amplificazione 
erm b 
erm c 
aac  (6’)-Ie-Aph (2’’)-Ia 
mec A- bla Z 
Multiplex PCR 
van A– van B 
tet M-O 
Volume : 50  l  
DNA target : 5  l 
Primer:  
0,3  M For  
0,3  M Rew 
HotStarTaq Plus QiaGen 
H2O 
94°C x 4’ 
94°C x 30’’\ 
58°C x 30’’   30 
cicli 
72°C x 30’’/ 
72°C x 7’ Risultati  
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8 RISULTATI 
8.1 RISULTATI DELL’IDENTIFICZIONE FENOTIPICA 
 
Dei  200 ceppi di stafilococchi isolati da campioni di latte di massa ovino 46 
erano  riconducibili  a  Staphylococcus  aureus,  18  a  Staphylococcus  
auricularis,  4  a  Staphylococcus  chonii,  26  a  Staphylococcu  capitis,  11  a 
Staphylococcus  chromogenes,  20  a  Staphylococcus  epidermidis,  9  a 
Staphylococcus  haemoliticus,  7  a  Staphylococcus  hominis,  4  a 
Staphylococcus  lugdunensis,  2  a  Staphylococcus  simulans,  9  a 
Staphylococcus  sciuri,  2  a  Staphylococcus  warneri,  2  a  Staphylococcus 
saprophyticus e 40 a Staphylococcus xylosus.  
Nel grafico 1 sottostante sono mostrate le percentuali dei ceppi identificati 
mediante API SYSTEM. 
Grafico 1 Percentuali Identificazione 
S. aureus
24%
S. auricularis 
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S. chromogenes
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 Risultati  
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8.2 RISULTATI ANTIBIOGRAMMA 
 
 
Nella tabella 5 sono elencati gli antibiotici utilizzati con i relativi dosaggi. 
Dalla Tab .6 alla Tab.19,  sono riportati i risultati relativi all’antibiogramma 
delle specie di stafilococchi isolate e testate,  Per ogni specie di stafilococchi 
sono  riportati  il  numero  e  la  relativa  percentuale  dei  ceppi  risultanti  
Resistenti, Sensibili e Mediamente Sensibili nei confronti dei 15 antibiotici 
impiegati. 
Nella  Tabella  20  è  riportato  il  comportamento  globale  per  ogni 
chemioterapico. 
 
Tabella 5: Antibiotici utilizzati e loro dosaggio 
ANTIBIOTICO  DOSAGGIO  SIGLA 
METICILLINA  5  g  MET 
OXACILLINA  1  g  OX 
AMOXICILLINA  10  g  AML 
AMOXICILLINA + AC. CLAVULANICO  30  g  AMC 
SULFIMETOXAZOLO + TRIMETHOPRIM  25  g  SXT 
CEFOTAXIME  30  g  CTX 
CEFTAZIDIME  30  g    CAZ 
CEFOTAXIME + AC. CLAVULANICO  30  g  CD 
CEFALOTINA  30  g    KF 
GENTAMICINA  10  g  CN 
RIFAMPICINA  30  g  RD 
ERITROMICINA  15  g  E 
VANCOMICINA  30  g  VA 
PENICILLINA G  10 U.I.  P 
TETRACICLINA  30  g  TE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Risultati  
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Tabella 6 - Numero e Percentuale (%) di ceppi di Staphylococcus aureus 
Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli antibiotici testati 
 
S. aureus (n° totale 46) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  26  57,1  20  42,9  0  0,0 
Oxacillina  OX  24  52,4  20  42,9  2  4,8 
Amoxicillina   AML  22  47,6  24  52,4  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  4  9,5  42  90,5  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  15  33,3  31  66,7  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  24  52,4  15  33,3  7  14,3 
Ceftazidime  CAZ  26  57,1  18  38,1  2  4,8 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  33  71,4  4  9,5  9  19,1 
Cefalotina  KF  24  52,4  22  47,6  0  0,0 
Gentamicina  CN  7  14,3  31  66,7  9  19,1 
Rifampicina   RD  31  66,7  9  19,1  7  14,3 
Eritromicina  E  9  19,1  0  0,0  37  81,0 
Vancomicina  VA  20  42,9  26  57,1  0  0,0 
Penicillina G  P  37  81,0  9  19,1  0  0,0 
Tetraciclina  TE  7  14,3  35  76,2  4  9,5 
 
14,3 76,2 9,5
81,0 19,1
42,9 57,1
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Tabella 7 - Numero e Percentuale (%) di ceppi di Staphylococcus auricularis 
Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli antibiotici testati 
 
S. auricularis (n° totale 18) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  18  100,0  0  0,0  0  0,0 
Oxacillina  OX  18  100,0  0  0,0  0  0,0 
Amoxicillina   AML  16  87,5  2  12,5  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  0  0,0  18  100,0  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  11  62,5  7  37,5  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  18  100,0  0  0,0  0  0,0 
Ceftazidime  CAZ  18  100,0  0  0,0  0  0,0 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  18  100,0  0  0,0  0  0,0 
Cefalotina  KF  18  100,0  0  0,0  0  0,0 
Gentamicina  CN  7  37,5  11  62,5  0  0,0 
Rifampicina   RD  16  87,5  2  12,5  0  0,0 
Eritromicina  E  5  25,0  0  0,0  14  75,0 
Vancomicina  VA  18  100,0  0  0,0  0  0,0 
Penicillina G  P  18  100,0  0  0,0  0  0,0 
Tetraciclina  TE  5  25,0  11  62,5  2  12,5 
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Tabella 8 - Numero e Percentuale (%)  di ceppi di Staphylococcus chonii 
Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli antibiotici testati 
 
 
S. chonii (n° totale 4) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Oxacillina  OX  4  100,0  0  0,0  0  0,0 
Amoxicillina   AML  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  0  0,0  4  100,0  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Ceftazidime  CAZ  2  50,0  0  0,0  2  50,0 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  4  100,0  0  0,0  0  0,0 
Cefalotina  KF  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Gentamicina  CN  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Rifampicina   RD  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Eritromicina  E  4  100,0  0  0,0  0  0,0 
Vancomicina  VA  0  0,0  4  100,0  0  0,0 
Penicillina G  P  4  100,0  0  0,0  0  0,0 
Tetraciclina  TE  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
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Tabella 9 - Numero e Percentuale (%)  di ceppi di Staphylococcus capitis 
Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli antibiotici testati 
 
 
S. capitis (n° totale 26) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  16  61,5  10  38,5  0  0,0 
Oxacillina  OX  18  69,2  8  30,8  0  0,0 
Amoxicillina   AML  20  76,9  6  23,1  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  4  15,4  22  84,6  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  12  46,2  12  46,2  2  7,7 
Cefotaxime  CTX  16  61,5  8  30,8  2  7,7 
Ceftazidime  CAZ  18  69,2  6  23,1  2  7,7 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  18  69,2  4  15,4  4  15,4 
Cefalotina  KF  16  61,5  10  38,5  0  0,0 
Gentamicina  CN  4  15,4  18  69,2  4  15,4 
Rifampicina   RD  14  53,9  8  30,8  4  15,4 
Eritromicina  E  10  38,5  4  15,4  12  46,2 
Vancomicina  VA  16  61,5  10  38,5  0  0,0 
Penicillina G  P  22  84,6  4  15,4  0  0,0 
Tetraciclina  TE  2  7,7  18  69,2  6  23,1 
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Tabella 10 - Numero e Percentuale (%)di ceppi di Staphylococcus 
chromogenes Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli 
antibiotici testati 
 
S. chromogenes (n° totale 11) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  9  80,0  2  20,0  0  0,0 
Oxacillina  OX  7  60,0  4  40,0  0  0,0 
Amoxicillina   AML  9  80,0  2  20,0  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  0  0,0  11  100,0  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  4  40,0  7  60,0  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  9  80,0  2  20,0  0  0,0 
Ceftazidime  CAZ  9  80,0  0  0,0  2  20,0 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  7  60,0  2  20,0  2  20,0 
Cefalotina  KF  7  60,0  4  40,0  0  0,0 
Gentamicina  CN  2  20,0  9  80,0  0  0,0 
Rifampicina   RD  9  80,0  0  0,0  2  20,0 
Eritromicina  E  2  20,0  0  0,0  9  80,0 
Vancomicina  VA  9  80,0  2  20,0  0  0,0 
Penicillina G  P  11  100,0  0  0,0  0  0,0 
Tetraciclina  TE  15  100,0  0  0,0  0  0,0 
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Tabella 11- Numero e Percentuale (%) di di ceppi Staphylococcus simulans 
Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli antibiotici testati 
 
 
S. simulans (n° totale 2) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Oxacillina  OX  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Amoxicillina   AML  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Ceftazidime  CAZ  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Cefalotina  KF  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Gentamicina  CN  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Rifampicina   RD  0  0,0  0  0,0  2  100,0 
Eritromicina  E  0  0,0  0  0,0  2  100,0 
Vancomicina  VA  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Penicillina G  P  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Tetraciclina  TE  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
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Tabella 12- Numero e Percentuale (%) di ceppi di Staphylococcus epidermidis 
Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli antibiotici testati 
 
 
S. epidermidis (n° totale 20) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  4  22,2  16  77,8  0  0,0 
Oxacillina  OX  4  22,2  16  77,8  0  0,0 
Amoxicillina   AML  16  77,8  4  22,2  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  0  0,0  20  100,0  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  11  55,6  7  33,3  2  11,1 
Cefotaxime  CTX  4  22,2  7  33,3  9  44,5 
Ceftazidime  CAZ  7  33,3  11  55,6  2  11,1 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  7  33,3  9  44,5  4  22,2 
Cefalotina  KF  4  22,2  16  77,8  0  0,0 
Gentamicina  CN  9  44,5  7  33,3  4  22,2 
Rifampicina   RD  13  66,7  2  11,1  4  22,2 
Eritromicina  E  16  77,8  0  0,0  4  22,2 
Vancomicina  VA  4  22,2  16  77,8  0  0,0 
Penicillina G  P  16  77,8  4  22,2  0  0,0 
Tetraciclina  TE  4  22,2  9  44,5  7  33,3 
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Tabella 13- Numero e Percentuale (%) di ceppi di Staphylococcus 
haemolyticus Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli 
antibiotici testati 
 
 
S. haemolyticus  (n° totale 9) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  9  100,0  0  0,0  0  0,0 
Oxacillina  OX  9  100,0  0  0,0  0  0,0 
Amoxicillina   AML  7  75,0  2  25,0  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  0  0,0  9  100,0  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  2  25,0  7  75,0  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  9  100,0  0  0,0  0  0,0 
Ceftazidime  CAZ  9  100,0  0  0,0  0  0,0 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  9  100,0  0  0,0  0  0,0 
Cefalotina  KF  9  100,0  0  0,0  0  0,0 
Gentamicina  CN  0  0,0  9  100,0  0  0,0 
Rifampicina   RD  9  100,0  0  0,0  0  0,0 
Eritromicina  E  2  25,0  0  0,0  7  75,0 
Vancomicina  VA  9  100,0  0  0,0  0  0,0 
Penicillina G  P  9  100,0  0  0,0  0  0,0 
Tetraciclina  TE  9  100,0  0  0,0  0  0,0 
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Tabella 14- Numero e Percentuale (%)  di ceppi di Staphylococcus hominis 
Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli antibiotici testati 
 
S. hominis (n° totale 7) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  5  66,7  2  33,3  0  0,0 
Oxacillina  OX  5  66,7  2  33,3  0  0,0 
Amoxicillina   AML  5  66,7  2  33,3  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  2  33,3  5  66,7  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  5  66,7  2  33,3  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  5  66,7  2  33,3  0  0,0 
Ceftazidime  CAZ  5  66,7  2  33,3  0  0,0 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  5  66,7  2  33,3  0  0,0 
Cefalotina  KF  5  66,7  2  33,3  0  0,0 
Gentamicina  CN  5  66,7  2  33,3  0  0,0 
Rifampicina   RD  2  33,3  5  66,7  0  0,0 
Eritromicina  E  2  33,3  2  33,3  2  33,3 
Vancomicina  VA  2  33,3  5  66,7  0  0,0 
Penicillina G  P  5  66,7  2  33,3  0  0,0 
Tetraciclina  TE  2  33,3  5  66,7  0  0,0 
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Tabella 15- Numero e Percentuale (%)  di ceppi di Staphylococcus 
lugdunensis Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli 
antibiotici testati 
 
 
S. lugdunensis (n° totale 4) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Oxacillina  OX  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Amoxicillina   AML  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  0  0,0  4  100,0  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  0  0,0  4  100,0  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Ceftazidime  CAZ  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Cefalotina  KF  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Gentamicina  CN  0  0,0  4  100,0  0  0,0 
Rifampicina   RD  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Eritromicina  E  0  0,0  2  50,0  2  50,0 
Vancomicina  VA  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Penicillina G  P  2  50,0  2  50,0  0  0,0 
Tetraciclina  TE  4  100,0  0  0,0  0  0,0 
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Tabella 16- Numero e Percentuale (%)  di ceppi di Staphylococcus 
saprophyticus Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli 
antibiotici testati 
 
 
S. saprophyticus (n° totale 2) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  0  0,0  0  0,0  2  100,0 
Oxacillina  OX  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Amoxicillina   AML  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  0  0,0  0  0,0  2  100,0 
Ceftazidime  CAZ  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  0  0,0  0  0,0  2  100,0 
Cefalotina  KF  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Gentamicina  CN  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Rifampicina   RD  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Eritromicina  E  0  0,0  0  0,0  2  100,0 
Vancomicina  VA  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Penicillina G  P  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Tetraciclina  TE  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
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Tabella 17- Numero e Percentuale (%)  di ceppi di Staphylococcus sciuri 
Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli antibiotici testati 
 
 
S. sciuri (n° totale 9) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  7  75,0  2  25,0  0  0,0 
Oxacillina  OX  5  50,0  5  50,0  0  0,0 
Amoxicillina   AML  9  100,0  0  0,0  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  2  25,0  7  75,0  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  5  50,0  5  50,0  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  5  50,0  0  0,0  5  50,0 
Ceftazidime  CAZ  5  50,0  0  0,0  5  50,0 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  5  50,0  0  0,0  5  50,0 
Cefalotina  KF  5  50,0  5  50,0  0  0,0 
Gentamicina  CN  0  0,0  7  75,0  2  25,0 
Rifampicina   RD  7  75,0  2  25,0  0  0,0 
Eritromicina  E  5  50,0  0  0,0  5  50,0 
Vancomicina  VA  7  75,0  2  25,0  0  0,0 
Penicillina G  P  7  75,0  2  25,0  0  0,0 
Tetraciclina  TE  5  50,0  5  50,0  0  0,0 
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Tabella 18 - Numero e Percentuale (%)  di ceppi di Staphylococcus warneri 
Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli antibiotici testati 
 
 
S. warneri (n° totale 2) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Oxacillina  OX  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Amoxicillina   AML  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Ceftazidime  CAZ  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Cefalotina  KF  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Gentamicina  CN  0  0,0  2  100,0  0  0,0 
Rifampicina   RD  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Eritromicina  E  0  0,0  0  0,0  2  100,0 
Vancomicina  VA  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Penicillina G  P  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
Tetraciclina  TE  2  100,0  0  0,0  0  0,0 
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Tabella 19 - Numero e Percentuale (%)  di ceppi di Staphylococcus xylosus 
Resistenti (R), Sensibili (S) e Mediamente Sensibili (MS) agli antibiotici testati 
 
S. xylosus (n° totale 40) 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  8  21,1  17  42,1  15  36,8 
Oxacillina  OX  13  31,6  25  63,2  2  5,3 
Amoxicillina   AML  29  73,7  11  26,3  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  4  10,5  36  89,5  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  25  63,2  15  36,8  0  0,0 
Cefotaxime  CTX  11  26,3  6  15,8  23  57,9 
Ceftazidime  CAZ  17  42,1  11  26,3  13  31,6 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  15  36,8  6  15,8  19  47,4 
Cefalotina  KF  13  31,6  27  68,4  0  0,0 
Gentamicina  CN  19  47,4  21  52,6  0  0,0 
Rifampicina   RD  17  42,1  21  52,6  2  5,3 
Eritromicina  E  27  68,4  4  10,5  8  21,1 
Vancomicina  VA  6  15,8  34  84,2  0  0,0 
Penicillina G  P  36  89,5  4  10,5  0  0,0 
Tetraciclina  TE  11  26,3  23  57,9  6  15,8 
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Tabella 20 Numero e Percentuale (%) del comportamento  dei ceppi di 
Staphylococcus spp. isolati da latte ovino nei confronti degli antibiotici testati 
 
 
ANTIBIOTICI  Simbolo 
(Oxoid) 
R  R (%)  S  S (%)  MS  MS (%) 
Meticillina  MET  110  55,2  73  36,4  17  8,4 
Oxacillina  OX  112  56,0  84  41,9  4,3  2,1 
Amoxicillina   AML  140  69,9  60  30,1  0  0,0 
Amoxicillina+Acido Clavulanico  AMC  17  8,6  183  91,4  0  0,0 
Sulfametossazolo+Trimethoprim   SXT  95  47,4  101  50,5  4,2  2,1 
Cefotaxime  CTX  108  54,0  45  22,4  47  23,6 
Ceftazidime  CAZ  123  61,4  49  24,7  28  13,9 
Cefotaxime+Acido Clavulanico  CD  125  62,5  30  15,1  45  22,4 
Cefalotina  KF  108  54,0  92  46,0  0  0,0 
Gentamicina  CN  54  27,0  127  63,3  19  9,7 
Rifampicina   RD  123  61,7  55  27,6  21  10,7 
Eritromicina  E  81  40,7  13  6,3  106  53,0 
Vancomicina  VA  97  48,7  103  51,3  0  0,0 
Penicillina G  P  172  86,0  28  14,0  0  0,0 
Tetraciclina  TE  71  35,4  108  53,8  26  12,8 
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Nella Tabella 21 sono riassunte le resistenze nei confronti degli antibiotici 
testati in relazione ai geni bersaglio impiegati per la ricerca molecolare 
 
 
 
 
8.3 RISULTATI PCR 
 
Nella tabella 22 sono riassunti i risultati relativi alle resistenze dei 200 ceppi 
testati nei confronti degli antibiotici impiegati ottenuti con il metodo 
molecolare. 
 
Tabella : 22 Resistenze nei confronti degli antibotici impiegati 
Genotipo  Resistenti  Percentuale 
blaZ  76  38,0 
mec A  72  36,0 
aac (6’)-IeAph(2’’)-Ia  8  4,0 
erm b  0  0,0 
erm c  0  0,0 
tet M-O  32  16,0 
van A van B  84  42,0 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella : 21 Resistenze  e percentuali nei confronti degli 
antibotici  
Antibiotico  Resistenti  Percentuale 
β-Lattamici  114  57,0 
Meticillina  110  55,2 
Gentamicina  54  27,0 
Eritromicina  81  40,7 
Tetraciclina  71  35,4 
Vancomicina  97  48,7 Risultati  
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8.4 CONFRONTO TRA ANTIBIOGRAMMA  E PCR 
 
Nella tabella 23 sono messi a confronto i risultati dell’antibiotico resistenza 
ottenuti testando i 200 ceppi con l’antibiogramma (studio fenotipico) e la 
PCR (studio genotipico). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 23 -  Resistenze nei confronti degli antibotici impiegati 
Fenotipo  Genotipo 
Antibiotico  Num.  %  Gene  Num.  % 
β-Lattamici  114  57,0  blaZ  76  38,0 
Meticillina  110  55,2  mec A  72  36,0 
Gentamicina  54  27,0  aac (6’)-IeAph (2’’)-Ia  8  4,0 
erm b  0  0,0  Eritromicina  81  40,7 
erm c  0  0,0 
Tetraciclina  71  35,4  tet M-O  32  16,0 
Vancomicina  97  48,7  van A van B  84  42,0 Discussione e Conclusioni 
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9. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
Dai risulati riportati nel grafico 1, riferito alle percentuali di identificazione 
dei  200  ceppi  di  stafilococchi  isolati,    è  possibile  ad  un  primo  sguardo 
notare in particolare l’alta percentuale di isolamento di S. aureus (24%) e S. 
xylosus  (20%),  e  a  seguire  S.  capitis  (13%),  S.  epidermidis  (10%),  S. 
auricularis (9%) e S. chromogenes (6%).  
Ceppi  di  S.  aureus  isolati  (tabella  6)  hanno  mostrato  alte  resistenze  alla 
Penicillina  G  (81%),  all’associazione  Cefotaxime  +  Acido  Clavulanico 
(71,4%), Rifampicina (66,7%), Meticillina e Ceftazidime (57,1%); mentre 
risultano essere sensibili all’associazione Amoxicillina + Acido Clavulanico 
(90,5%),  Tetraciclina  (76,2%),  alla  Gentamicina  e  associazione 
Sulfimetossazolo + Trimethoprim (66,7%) e alla Vancomicina (57,1%).  
Per quanto riguarda i ceppi di S. auricularis  isolati (tabella 7) risalta subito 
alla  vista  la  totalità  di  resistenza  (100%)  dei  ceppi  alla  Meticillina, 
Oxacillina, Cefotaxime, Ceftazidime, Cefalotina, Vancomicina, Penicillina 
G ed alla associazione Cefotaxime + Acido Clavulanico. Invece risultano 
molto sensibili all’associazione Amoxicillina + Acido Clavulanico (100%), 
Gentamicina e Tetraciclina (62,7%). 
I  ceppi  di  S.  capitis  (tabella  9)  risultanio  più  resistenti  in  percentuale  a 
Penicillina G (84,6%), Amoxicillina (76,9%), Ceftazidime e associazione 
Cefotaxime  +  Acido  Clavulanico  (69,2%),  Vancomicina  e  Cefotaxime 
(61,5%), mentre risultano sensibili all’associazione Amoxicillina + Acido 
Clavulanico (84,6%), Gentamicina e Tetraciclina (69,2%). Discussione e Conclusioni 
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I ceppi di  S. chromogenes isolati (tabella 10) sono resistenti in percentuale 
a  Penicillina  G  e  Tetraciclina  (100%),  Vancomicina,  Rifampicina, 
Ceftazidime, Cefotaxime, Amoxicillina e Meticillina (80%). Sono sensibili 
all’associazione  Amoxicillina  +  Acido  Clavulanico  (100%),  Gentamicina 
(80%) ed alla associazione Sulfimetossazolo + Trimethoprim (60%). 
Nella tabella 12 sono riportate le percentuali di resistenza e sensibilità agli 
antibiotici utilizzati nei confronti di S. epidermidis ed è stata evidenziata  la 
resistenza  nei  confronti  di  Amoxicillina,  Eritromicina  e  Penicillina  G 
(77,8%)  e  Rifampicina  (66,7%).  Risulta  sensibile  all’associazione 
Amoxicillina  +  Acido  Clavulanico  (100%),  Vancomicina,  Meticillina, 
Oxacillina, Cefalotina (77,8%). 
I  ceppi  di    S.  xylosus  (tabella  19)  risultano  resistenti  alla  Penicillina  G 
(89,5%),  Amoxicillina  (73,7%),  Eritromicina  (68,4%)  e  all’associazione  
Sulfimetossazolo  +  Trimethoprim  (63,2%),  e  sensibile  all’associazione 
Amoxicillina  +  Acido  Clavulanico  (89,5%),  Vancomicina  (84,2%), 
Cefalotina (68,4%), Oxacillina (63,2%) e Tetraciclina (57,9%). 
Per poter vedere il comportamento generale dei ceppi si Staphylococcus spp. 
dobbiamo  fare  riferimento  alla  tabella  20  che  riassume  i  risultati  degli 
antibiotici  testati.  Sono  risultati  resistenti  alla  Penicillina  G  (86%), 
Amoxicillina  (69,9%),  associazione  Cefotaxime  +  Acido  Clavulanico 
(62,5%),  Rifampicina  (61,7%)  e  Ceftazidime  (61,4%),  e  sensibili 
all’associazione  Amoxicillina  +  Acido  Clavulanico    (91,4%),  alla 
Gentamicina (63,3%) e Tetraciclina (53,8%). 
 Discussione e Conclusioni 
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Dal  confronto  dei  risultati  della  ricerca  fenotipica  con  quelli  molecolari 
(tabella 23), appare evidente come la resistenza espressa fenotipicamente 
risulti  superiore  rispetto  a  quella  espressa  genotipicamente;  questo  si  è 
verificato  per  ciascuno  degli  antibiotici  impiegati  e  nel  caso 
dell’Eritromicina nessun ceppo ha mostrato di possedere i geni codificanti 
per l’antibiotico-resistenza, pur mostrando resistenza fenotipica nel 40,7% 
dei casi. Questa apparente contraddizione può facilmente essere spiegata dal 
fatto  che  il  fenomeno  dell’antibiotico  resistenza  non  è  legato  solo  al 
rispettivo gene codificante, ma è espressione di un meccanismo più ampio 
che si esplica con diverse modalità e in cui vengono coinvolte molecole di 
diversa natura (inattivazione extracellulare ed intracellulare dell’antibiotico, 
diminuita  penetrazione  dell’antibiotico  all’interno  della  cellula  batterica, 
diminuita  affinità  per  l’antibiotico  di  strutture  del  soma  batterico 
inizialmente  recettive).  Il  caso  della  resistenza  all’Eritromicina,  espressa 
fenotipicamente in una così elevata percentuale di ceppi, ma affiancata da 
un riscontro genotipico negativo, indurrebbe a ipotizzare che nei riguardi di 
questo  antibiotico  la  presenza  dei  geni  codificanti  sia  assolutamente  di 
rilevanza marginale rispetto ad altri fattori. 
 
E’ interessante il frequente isolamento di S. xylosus, germe occasionalmente 
responsabile di episodi di mastite ambientale negli ovini (Hariharan et al., 
2004). Tali ceppi hanno mostrato una spiccata resistenza a numerosi principi 
attivi; questo aspetto può essere motivo di preoccupazione dal momento che 
S. xylosus viene utilizzato come starter nell’industria della trasformazione 
delle carni. Discussione e Conclusioni 
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Alla  luce  dei  risultati  ottenuti  con  l’antibiogramma  i  chemioterapici  che 
hanno mostrato maggiore efficacia in vitro nei confronti di S. aureus e degli 
satfilococchi coagulasi negativi sono l’associazione Amoxicillina + Acido 
Clavulanico, Gentamicina e Tetraciclina. 
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